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1 章 序論 
1.1 ヒトマイクロバイオームと現在の研究アプローチ 
ヒトの常在菌, 定着微生物はその生息部位に限らず, 人体の様々な器官の病態に相関を示し, ヒトの
恒常性の維持にも大きく寄与している. 近年, このような常在菌の機能について, 環境中の微生物の総
体 (マイクロバイオーム)をひとつの集団としてとらえ, その役割や機能を調査する研究が盛んにおこ
なわれている. マイクロバイオームの研究は, これまでの分離株を用いた研究とは違い, 群集を扱うと
いう面で様々なメリットが存在する. 例えば, 分離株を用いた研究では前提として単離培養可能な微生
物しか扱うことができない. これに対して, ヒト常在菌の多くは難培養性微生物といわれており, 分離
株の生態評価だけではマイクロバイオームの機能を評価するには限界があった. 加えて, ヒトの常在菌
の多くの生理活性は単独微生物ではなく複数微生物による群集として発揮される傾向にある 1ことから, 
単離培養した微生物の生理活性と実環境中での生理活性に大きな差異があることが推測される. また, 
「コッホの原則」によれば病原菌は特定の病床から一定に分離され, その菌の感染によって病気が発症
し, 再び病床から菌が単離されなければならない. しかしながら, 群集機能に由来した疾患の場合, 従
来の細菌学のアプローチでは「病原菌」は特定できず, またその疾患プロセスも解明できないと考えら
れる. このような, 宿主―微生物および微生物―微生物間相互作用を反映した状態でその機能を評価す
るバイオーム研究は, 従来の概念を凌駕する様々な現象を明らかにしている. このことはノーベル賞受
賞者である Lederberg 博士が提唱した複数生物種の複合体：「超生命体」としてヒトをとらえるという概
念 2の実証でもある (Fig. 1-1).  
Fig. 1-1. 多数のマイクロバイオームを保有する「超生命体」としてのヒト (日経サイエンスより) 
 
このような超生命体の一器官と位置づけられるマイクロバイオームは, その代謝産物を実際の機能因
子のひとつとしている 3–5. また, 外敵, 毒素からの防御効果に加えて 3, その細胞外マトリクスがヒトに
対しての生理活性を発揮する 6–8 ことから, マイクロバイオームの生態そのものが機能因子であること
が強く示唆されている. このような群集微生物生態学を扱う上で, オミクス研究は非常に有効な手段と
して普及した. 特に, 次世代シーケンサーによる超ハイスループットシーケンスを用いた環境中全遺伝
子の解析 (メタゲノム解析)や, 進歩したMSによる全代謝物の一斉解析 (メタボロ―ム解析)はマイクロ
バイオームの代謝機能や遺伝子多様性を解明する上で大きな助けとなっている. 現在は, このような多
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様性や代謝物の変化と疾患を関連付けることによって, 疾患の原因因子の特定やメカニズムの解明を行
うアプローチが広く行われている.  
しかしながら, このようなオミクス研究にも限界はある. まず, 実験装置の性能や解析手法によって
その結果の解像度や正確性が大きく変化する点である. 今日でも, ハイスループットシーケンス技術 
(Fig. 1-2)の改良は続けられており, その精度およびデータ処理法の改良などが進められている. しかし
ながら, 得られた配列データの帰属には参照となるデータベースの構築が不可欠であり, 今日でも帰属
ができない配列や De novo assembly による新規配列の発見など未知の遺伝子が無数に存在する. また, 
配列を基に帰属および機能推定された遺伝子が Pseudogene である可能性やシーケンスエラーやアセン
ブルミスによるキメラ配列である可能性があり, 真に表現型に表れているかは不明である. MSによるメ
タボロ―ム解析も同様の問題点を抱えており, 参照データベースに存在していない代謝物の MS スペク
トルの同定法や類似構造物質の識別など様々な問題が依然として存在している. しかしながら, これら
のオミクス研究は有効な手段であることは疑いがなく, 複数のオミクスを組み合わせることによってよ
り信憑性を増した多角的マイクロバイオーム研究手法も行われている.  
 
Fig. 1-2. 次世代シーケンサーを用いたメタゲノム解析のアウトライン 9. どのようなオミクス解析であ
っても row data を出す分析技術 (シーケンサー, 質量分析)の発展と帰属を行うためのデータベースの充
実が必要不可欠となる.  
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1.2 ヒト腸内マイクロバイオームの働き 
ヒトの腸内には 100~1000 兆におよぶ細胞数の腸内細菌が生息している. この数は宿主であるヒトを
構成する細胞数の 37 兆個を大幅に超えており, その遺伝的な多様性から潜在的に様々な機能を有して
いることが推測される. これらの微生物はヒトあるいは腸内細菌同士で相互作用をしながら生育してお
り, その生命活動の過程で様々な作用をヒトに対して与えている. また, プロバイオティクス, プレバ
イオティクスに代表されるような腸内細菌を活用した健康維持商品の開発も盛んにおこなわれており, 
腸内細菌の研究は産業面, 健康面など我々の社会生活に多方面から貢献している. 腸内細菌は, 前述し
たオミクス研究の格好の対象であり, 腸内マイクロバイオームの研究の発展とオミクス技術の発展は密
接に関係している. 今日までの研究により, ヒト腸内細菌メタゲノムの全容が徐々に明らかになってき
ており, 膨大なデータベースの構築が進んでいる. また, 近年では腸内細菌叢だけではなく微生物と宿
主であるヒト側の相互作用に関する研究が盛んに進んでおり, 腸内細菌叢の動態とともに宿主の細胞応
答を同時にとらえることが重要になってきている. このような様々な分野, 最新技術を合わせた非常に
学際的な研究によって以下に記述するような腸内マイクロバイオームの機能が明らかになってきた.  
 
1.2.1 免疫系との相互作用 
 ヒトの消化管は外界に接する管腔であり, 経口摂取した様々な外来物質や生物にさらされる最大の異
種侵入経路となり得る. ゆえに, 消化管は非常にユニークな免疫機構を備えている. 大腸では, 胚細胞
が産生する粘液が上皮細胞に細菌が定着するのを防いでいる. また, 上皮間リンパ細胞などの細胞障害
性細胞は, 感染細胞のアポトーシス誘導を介してウイルスの感染拡大を防いでいる. 他にも, 粘液固有
層に存在する IgA や T 細胞, 上皮細胞から産生される抗菌ペプチドを介した特徴的な感染防御機構を有
している. その一方で, 食物由来の抗原性ペプチドが多数存在する消化管ではそれら無害なタンパク質
に対する過剰な免疫応答を抑制する経口免疫寛容系が存在している. これらの免疫機構は, 粘液層に存
在する Th17 細胞や高い免疫抑制能を持つ制御性 T 細胞 (Treg)などの機能の綿密なバランスによって成
り立っている. Th17 細胞はサイトカイン (インターロイキン 17)産生細胞であり, 上皮細胞の活性化に
よる抗菌ペプチドの産生を通して病原性細菌からの感染防御に必須の役割を担っている. しかしながら, 
Th17 細胞の過剰な発現は自己免疫・炎症性疾患の原因となる. 一方, Treg は CD4+T 細胞群の中でも転写
因子 FoxP3 を発現した細胞であり, 免疫不応答性の維持や過剰免疫応答の抑制に必須である. さらに大
腸 Treg には腸内細菌によって誘導される peripheral Treg が多く存在する. これは多様な腸管内の抗原に
対して柔軟に対応するために重要であり, 腸内細菌と人間の相互作用を考える上で重要な要素である
10,11. この Treg は腸内細菌が存在しない無菌マウスにおいて顕著に減少することが明らかになっている. 
近年の研究によって, バンコマイシン感受性でありクロロホルム耐性菌である Clostridia のうち 46 株を
無菌マウスに投与することによって Treg が強力に誘導されることが明らかになった 1,12. 加えて, これ
らの微生物は Treg の細胞数だけではなくその免疫抑制活性そのものの制御にも寄与していること明ら
かになっている 1,12. また, 腸内細菌による免疫系制御は大腸のみならず呼吸器疾患などにも寄与してい
ることが報告されている. 特に Lactobacillusと Bifidobacterium などは Tregの分化を誘導することが報告
されており 13, なかでも L. murinusは炎症応答なしに障害性 T細胞である Th17を活性化することが分か
っている 14.  
 このように, 宿主であるヒトの免疫系の制御に腸内細菌が深く関与していることが周知の事実となり
つつあるが, 一方, ヒトの側でも, 腸内細菌を任意に制御している知見が報告されている. まず, 免疫不
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全マウスは正常マウスと比べて腸内細菌叢の遺伝子多様性が少ないことが分かっている 15. この報告で
は FoxP3発現 T細胞を移入した免疫不全マウスでは, 腸内細菌叢が正常マウスと同様の多様性にまで回
復することも報告されている. さらにヒト IgA 結合性腸内細菌の中には病態を悪化させる腸内細菌が存
在することが分かっている 16. この IgA 結合性腸内細菌の組成は一定ではなく, 疾患の患者と健常者の
間でもその内訳が異なっていることが分かっている. 別の報告では, IgA 結合性腸内細菌をマウスに投
与したところ, 投与した菌の組成と投与後のマウス小腸の菌叢構成が類似していたころから, 腸内細菌
の腸内への定着力は IgAの結合によって増加することが示唆されている 17. これらの結果は, ヒトが IgA
の生産を通して腸内に定着する微生物を任意に選抜していることを示唆するとともに, ヒトの疾患が腸
内細菌叢を変化させる一因となっていることを示唆している (Fig. 1-3). 現在までに, 腸内細菌を構成す
る β グルカンなどを認識することによりヒトが抗菌機能を発揮することが知られている. この機能はガ
ンジタ菌などやカリニ肺炎などの病原菌を抑制するために必須である 18. しかし, β グルカン受容体であ
るデクチン１を欠損させたマウスでは大腸炎に耐性を持ち, L. murinus の存在量が増加することが分か
っている 19.  
 
 
Fig. 1-3. 腸内細菌と免疫系との相互作用 
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1.2.1 代謝機能 
腸内細菌は, ヒトが摂取した食餌を代謝し人が吸収できる栄養形態に変化する機能を有することは古
くから報告されていた. 中でもヒトが吸収できない多糖系は腸内細菌の分解によって多くが短鎖脂肪酸
としてヒトのエネルギー源に変換される. 粉末状のセルロースならばほぼ 100%腸内細菌によってエネ
ルギー源として変換されることも報告されている. また, 腸内細菌はパントテン酸 (ビタミン B5), 葉酸 
(ビタミンB9), リボフラビン (ビタミン B2), ナイアシン (ビタミンB3), ビオチン (ビタミンB7), ピリ
ドキシン (ビタミンB6), ビタミンB12, ビタミンKなどの各種ビタミンを合成することが分かっている. 
中でもビタミンKは, 腸内細菌が合成する量だけで成人が必要とするほとんどの量をまかなうことがで
きる.  
このような腸内細菌の代謝に関して, 近年では単純な栄養供給だけではなく宿主側のエネルギー代謝
や脂肪酸代謝にも影響を与えることが近年報告されてきている 20. さらに, 酢酸が志賀毒素の細胞浸潤
を防ぐ効果を持つ 3ことやリノール酸の腸内細菌代謝産物である 10-hydroxy-cis-12-octadecenoic acidに腸
管上皮バリアの損傷を修復する機能があることが報告された 21. また, 酪酸やある種の多糖は foxP3を誘
導することも報告されている 5,8 (Fig. 1-4).  
 
Fig. 1-4. 腸内細菌代謝産物による宿主の防御効果. これらの物質はさらに宿主側のエネルギー源として
も使われる.  
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1.3  疾患と腸内細菌の関係性 
 上記の通り, 腸内細菌はヒトの恒常性維持に必須の機能を多々有している一方, これらの機能が綿密
に調節された適切な腸内細菌叢バランスによって成り立っていることも分かる. ヒトの生活習慣が腸内
細菌叢のバランスに大きな影響を与えていることはもはや周知の事実であるが, ヒトが疾患に陥ること
で適切なヒト-腸内細菌間相互作用が行われなくなる可能性も排除できない. 腸内細菌叢のバランスが
崩れさらなる病状悪化につながるといった負のスパイラルも考えられる. このような正常な機能を発揮
できなくなった異常な腸内細菌叢を dysbiosis と呼ぶ. 言い換えると, 疾患患者の腸内細菌叢の機能を詳
しく調査することで, 疾患の原因解明や病態の診察基準, 予防法の開発などにつながることが強く期待
される. 本項ではこれまでに腸内細菌叢の関与が明らかになっている疾患について述べる.  
 
1.3.1 炎症性腸疾患   
炎症性腸疾患はクローン病と潰瘍性大腸炎に大別される. いずれも外的要因と遺伝的要因の両者が重
要であるとされている. このうち遺伝的要因が欧米人における炎症性腸疾患の罹患率の高さの一因であ
ることが人種間ゲノム比較より示唆された 22. 一方, 近年アジア圏における炎症性腸疾患の罹患率が急
上昇している. 短期間でアジア人のゲノム構成が欧米人に類似する変化は考え難く, 何らかの環境変化
のような外的要因が考えられる. このような外的要因として考えられるのが腸内細菌叢の変化である. 
事実 , 炎症性腸疾患者の腸内細菌叢は健常者と比較して Firmicutes の減少と Bacteroidetes, 
Enterobacteriaceae の増加が確認されている 23. 具体的なメカニズムはまだ明らかになっていないが, 上
記のTreg誘導性の腸内細菌はFirmicutesに分類されるため, Th17とTregのバランスが崩れることで一種
の自己免疫疾患が惹起され炎症性腸疾患がもたらされるシナリオが考えられている. 
  
1.3.2 Clostridium difficile 腸炎 (C. diff Colitis) 
 C. diff Colitisは抗菌薬起因性腸炎の典型的なものである. もともとC. difficileは腸内の常在菌のひとつ
である. C. diff Colitisは抗菌薬の使用によって本菌が異常増殖することにより, きわめて重篤な炎症を引
き起こす疾患である. 抗生物質による腸内細菌叢の dysbiosisによって日和見菌が病原菌となる典型例で
あり, 特定の菌が疾患の原因となる例でもある. これまでの治療法はこの菌の抗生物質による除菌であ
ったが, 腸内細菌叢移植による治療法の有効性が近年示された 24. 本手法は, これまでの抗生物質治療
と比較しても治癒率が有意に高い. このことは, 特定の菌の存在の有無ではなく腸内細菌叢の適切な組
成比が我々の恒常性維持に重要であることを強く示唆している. 
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1.3.3 腸内細菌叢と肥満性疾患 
腸内細菌が宿主への栄養供給を行っていることはすでに述べたが, 腸内細菌叢が dysbiosisになること
で肥満につながることが報告されている 25. この報告によれば, 肥満マウスの腸内細菌叢を無菌マウス
に移植したところ, 移植マウスが肥満化した. このことは肥満の原因が腸内細菌叢にあることを示す大
きな証拠であり, 「肥満菌叢」が存在することを示している. 筆者らは「肥満菌叢」は食事からのエネ
ルギー回収キャパシティーが高いことが原因のひとつであると考察している. しかしながら, これらの
要因が腸内細菌機能の変化なのか腸内細菌叢変化に起因したヒト側の機能変化であるのかは分かって
いない. これまでに, 腸内細菌の鞭毛構成成分である Flagellin のマウス側受容体を欠損させることで, 
宿主の肥満化が誘発されることがわかっている 26. このことは, 腸内細菌自身が宿主の代謝機能の調節
因子であることを示している. また, 宿主の代謝変動に限らず直接宿主の健康状態に寄与する代謝産物
を生産している微生物も存在する. 肥満性の生活習慣の腸内細菌叢は胆汁酸を 2 次代謝しそれが肝臓発
がんの原因物質となっていることが報告された 4 (Fig. 1-5).  
Fig. 1-5. Dysbiosis 腸内細菌叢による 2 次胆汁酸の生産と肝臓発がんの関係性 4 
 
以上をまとめると, 腸内細菌叢は適切なバランスによってその機能を発揮しており dysbiosisとなるこ
とで宿主側の代謝異常および腸内細菌側からの疾患原因物質の供給が引き起こされ疾患につながると
考えることができる. そのため, 腸内細菌叢の変化は疾患の原因と結果の両方の側面をもっており, 経
時的な腸内細菌叢の変化と宿主の病態を対応付けて調査することにより, 疾患の原因の発見と診断技術
の開発に同時につながると期待されている.  
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1.4  飲酒習慣と腸内細菌の関係性 
1.4.1 飲酒が惹起する疾患 
上記のように, 生活習慣による腸内細菌叢の dysbiosis は様々な観点からヒトの疾患に関与しうる. 生
活習慣病の脅威が周知されその治療法や予防法などが注目集める中で, 飲酒習慣もまた疾患を惹起する
生活習慣の一つとして知られている. 飲酒習慣は多くの成人にとって社会生活とは切り離せないもので
あり, 人類史や文化とも密接な関係をもつ. その一方で過度の飲酒は, 様々な健康問題, 社会問題につ
ながることが報告されている 27,28. ロシアでは飲酒による死亡率が顕著であり, 約 15 万人を対象にした 
10 年間の前向きコホート研究の結果, 55 歳未満で死亡する確率が 25%程度であり, その主な原因が飲酒
にあるとされた 28. このように飲酒による健康被害は国際的な問題として対策が求められている. 飲酒
に関連した疾患は主に, 消化管の炎症やがん, 潰瘍, 栄養吸収障害などが挙げられる. また脳卒中の罹
患率に対しても相関があることがわかっている (Fig. 1-6)29. がんに関しては, 飲酒によって上部消化管, 
大腸, 乳がんの発生リスクが高まることが分かっている 30. 中でも男性の大腸発がんに関しては, 一日
当たりの飲酒量に比例して発がんリスクが顕著に増加する (Fig. 1-7)31.  
Fig. 1-6. 飲酒量と脳卒中, 脳梗塞との関係性 
 
Fig. 1-7. 飲酒量と大腸発がんリスクの関係性  
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1.4.2 飲酒関連発がんの原因 
上記のように, 飲酒は消化管の疾患に限らず脳や循環器系の疾患にまで関与する. 重要なのは, 一過
的な飲酒ではほとんど疾患リスクに関与しない点である. すなわち, 慢性的な飲酒が大腸発がんをはじ
めとした種々の発がんリスク増加に寄与している. このことから, 飲酒関連発がんは長期的な発病プロ
セスの追跡が必要であると考えられる. この時, 慢性的な飲酒習慣者が長期にわたり摂取しているもの
がエタノール (EtOH)となる. そのため, 飲酒関連発がんの主要因として長らく EtOH の代謝メカニズム
についての研究が行われてきた. 摂取されたEtOHはおもに小腸で吸収され, 肝臓で主に分解される 32,33. 
肝臓での分解プロセスでは主にアルコール脱水素酵素 (ADH1B)とアルデヒド脱水素酵素 (ALDH2)に
よって無害な酢酸まで代謝される. 慢性的にEtOHが存在する場合肝細胞に存在する P450系タンパク質
の CYP2E1も EtOH の酸化的代謝に貢献する. 一方, 未代謝の EtOH は血流を介して全身に拡散する. こ
の時の EtOH 血中濃度は「ほろ酔い」の状態で 22 mM 程度であり, 体内の様々な器官で一様であると考
えられている 32,33. アセトアルデヒド (AcH)においても同様であると考えられている. AcH は ADH や
CYP2E1 により EtOH より酸化的に生産される. この AcH は飲酒による二日酔いや不快感の原因である
と同時に変異原性をもつことが知られている 34. その変異原性の最小濃度は 50 µM 程度である. AcH は
動物実験によって発がん性を示すことが分かっており, 特に「飲酒に起因した AcH」は WHO の外部組
織である IARC (International Agency for Research on Cancer)によってヒトに対して確実に発がん性を示す
物質群「Group 1」に分類されている 30,35. このほかに, 飲酒関連発がんのリスク因子として考えられて
いるのが活性酸素種である. 前述した EtOH の酸化的代謝過程において NADH が生産される. この
NADH はミトコンドリアにおける酸化的リン酸化経路において再酸化される. この酸化的リン酸化経路
自体は我々の呼吸によるエネルギー生産に必須であり, 恒常的に機能している. しかしながら, 過剰な
NADH が供給されることによって活性酸素種の蓄積につながることが分かっている 36. 活性酸素種が変
異原性を持ち細胞に対して種々の毒性を示すことは周知の事実であるが, 飲酒によってこの活性酸素種
が大腸粘膜に蓄積することがマウスを用いた実験によって明らかになっている 37. 以上から, 現在の
EtOH 代謝が寄与する発がんプロセスに関して活性酸素種と AcH が重要視されている.  
 
1.4.3 ヒトの EtOH 代謝能と発がんリスクの関係性 
 上記のように, 飲酒によって体内に取り込まれた EtOH は発がん性物質を生産しながら代謝される. 
いいかえると, ヒトの EtOH 代謝能と発がんリスクは何らかの相関を示すはずである. 基本的にヒトの
EtOH 代謝能力は, ADH1B と ALDH2 の遺伝子多型によって大別することが可能である. ADH1B の活性
が低いヒトはアルデヒドの生産速度が遅く, EtOH が体内に残留しやすい. 一方で, ALDH2 は 4 量体を形
成する酵素でありそのうちの一つのサブユニットが低活性型であるだけでも全体の活性は大幅に低下
する. 日本人の約１割はこの ALDH2 のホモ不活性型でありまったく飲酒ができないいわゆる下戸であ
る. また 3 割程度の人もヘテロ不活性型である. このヘテロ欠損型のヒトは基本的にお酒に弱くアルデ
ヒドが蓄積しやすい分類の人であるが, 前述した CYP2E1 などの補助によって「鍛えれば飲めるように
なる」ため, お酒に弱いにもかかわらず飲酒をする傾向になる 38. 頭頚部, 食道にがんが重複発生する状
態を field cancerization と呼ぶがこのヘテロ不活性型のヒトはこのリスクが非常に高いことが分かってい
る 39. このことから主に上部消化管においては遺伝子多型と発がんリスクの相関が確認されている. そ
の一方で, 大腸発がんに関しては ADH/ALDH 遺伝子多型と飲酒による発がんリスクに相関がみられな
いことが我が国のコホート研究によって明らかになっている 40.  
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1.4.4 腸内における AcH 生産 
大腸発がんリスクと ADH/ALDH 多型に相関がないということは, EtOH 代謝は大腸発がんに寄与して
いないのだろうか. ヒトにおける EtOH 代謝の主な器官は肝臓であるが, 大腸にも異なるアイソザイム
の ADH1C が発現している. このアイソザイムは ADH1B と比べて活性が低いが, EtOH や AcH が血流に
のって体内に拡散していることを考えると, 大腸ではADH1CさらなるAcHが生産されると考えられる. 
もう一つの可能性として考えられるのがヒトマイクロバイオームである. 多くの嫌気性微生物は発酵系
により ADH による EtOH 代謝を介してエネルギーを生産する能力を有している. そのため, 拡散した
EtOH をヒトマイクロバイオームが代謝し AcH を産生することは想像に難くない. 事実, ヒトの腸内内
容物に EtOH を投与すると AcH が産生することが知られている 41. 加えて , Lactobacillus や
Bifidobacteriumといったプロバイオティクス菌もAcHを産生する 42. このことから, ヒトのEtOH代謝能
外のアルデヒド生産系として腸内細菌より生産される AcH を飲酒関連大腸発がん (ECRC)の原因とし
て考える Bacteriocolonic pathway of ethanol oxidation が提唱されている 43. すでに, いくつかの腸内細菌
が AcH を高度に生産する 44,45ことが報告されている他, 口腔内においても微生物による AcH 生産が上
部消化管の発がんに寄与すると考えられている 46,47. 以上の知見をまとめると, EtOH 代謝が寄与する大
腸発がんのメカニズムとして, 現在, Fig. 1-8 のプロセスが考えられている 30.  
 
Fig. 1-8. EtOH 代謝が寄与する発がんメカニズム 
  
11 
 
1.5  研究目的 
1.5.1 既存研究の問題点と研究目的 
 このようにヒト腸内マイクロバイオームによる EtOH 代謝と ECRC の関係性が提案されている中で未
だに明確な根拠となる知見は存在せず, 言及されていない問題点が多々存在する. まず AcH を生産する
微生物の代謝能力が, 同一の基準で評価されておらず全腸内細菌内でどれほどの代謝能力を有するのか
分かっていない. さらに, 単発的な EtOH 摂取では発がんリスクにならないことから習慣的な飲酒をリ
スク要因として考えなければならず, 長期にわたる異常な生活習慣はヒト腸内マイクロバイオームの微
生物構成に影響を与えることを確実に考慮しなければいけない. もし腸内細菌叢が変化していた場合, 
他の腸内細菌関連疾患と同様に dysbiosis によるリスク要因も除外することはできない. つまり, 慢性的
な EtOH 摂取による腸内細菌叢の dysbiosis 化による発がんプロセスも予想され, この場合のリスク物質
は活性酸素種や AcH 以外にも考えられる. このように, ヒト腸内マイクロバイオームと大腸発がんを含
めた飲酒関連疾患との関係性を議論する上で, 腸内細菌叢の代謝評価および飲酒習慣が腸内細菌叢に与
える影響を解明することは必須である.  
 そこで本論文では, 菌叢解析や代謝解析といった微生物生態生理学を通して習慣的多量飲酒が腸内細
菌叢に及ぼす影響を明らかにすることを目的とした.  
 
1.5.2 研究戦略 
 本研究では多角的な腸内細菌の機能評価と宿主の状態を結びつけることにより, 飲酒による腸内細菌
の変化と疾患の関係性を調査した. そのため, 菌叢と代謝物の比較解析を行うことで飲酒による腸内機
能変化を評価することにした. 腸内マイクロバイオームの機能変化と宿主の状態 (疾患の有無, 体重, 
行動など)を対応させ, さらにこのマイクロバイオームの機能変化を端的に検出することのできるマー
カー (菌叢, 代謝物, 遺伝子発現変動など)の探索を行い, マーカーの検出によって宿主の状態を推測で
きるような診断予防技術への応用も試みた (Fig. 1-9).  
Fig. 1-9. 本研究アプローチ 
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第 2 章 腸内細菌による AcH 代謝と習慣的飲酒の関係調査 1,2 
2.1 背景 
腸内細菌の生産したAcHが ECRCのリスク因子と考えられているが, 腸内細菌の EtOH代謝能を網羅
的に評価した研究例はない. EtOH は腸管壁内の毛細血管から拡散によって微生物に供給されると考え
られている 3. この腸管粘膜近傍は微好気性である. 一方, 腸内細菌の多くは偏性嫌気性菌が多数を占め
ており, 腸管粘膜近傍の環境では酸化ストレスを受けている可能性がある. 以上を踏まえると, 腸内細
菌のAcH代謝を議論するためには, 嫌気, 好気両条件を考慮した腸内細菌の網羅的なAcH蓄積能の評価
が必要である. さらに, 習慣的飲酒によって腸内細菌が慢性的に EtOH に曝露された状態になることを
考慮すると, 腸内細菌叢自体の EtOH 代謝能力に変化が生じている可能性も上げられる. しかしながら, 
既存の報告は参照株や健常者の腸内細菌を用いた研究がほとんどであり 4,5 習慣的飲酒の腸内細菌を単
離し, その EtOH 代謝能を評価した報告はない.  
 
2.2 目的と戦略 
 腸内細菌が生産した AcH が ECRC のリスク因子であるとする作業仮説 (Bacteriocolonic pathway of 
ethanol oxidation)に従うならば, 慢性的な習慣的飲酒者の腸内には少なくとも AcH を生産する微生物が
存在し, マイクロバイオームの AcH 蓄積能も健常者と同じかそれ以上である可能性が高い. 加えて, 一
過的な飲酒では発がんリスクの増加が見られないことから, 腸内マイクロバイオームのAcH蓄積能は長
期にわたり維持されている必要がある. そこで私は, 糞便の代謝能をマイクロバイオームの代謝能と仮
定し, 習慣的な飲酒によってマイクロバイオームのAcH蓄積能がどのように変化するか調査した. また, 
マイクロバイオームのAcH蓄積能が変化していた場合, 習慣的な飲酒によって腸内細菌叢が変化したこ
とを原因とする場合と, 個々の微生物の代謝能が変化している場合のどちらか, あるいは両者の可能性
が考えられる. そこで, アルコール依存症患者 (ア症患者)の腸内にアルデヒド生産微生物が存在するこ
とを確認するとともに, その主要な微生物の同定を行うことにした.アルコール依存症は一種の精神疾
患であり患者全員が多量飲酒者というわけではないものの, 長期にわたる慢性的な飲酒を行っておりそ
の腸内は健常者よりも長期間 EtOH に曝露されていると考えられる. 加えて, ア症患者は非飲酒者と比
べて内視鏡検査における腺腫発見率が約 10 倍高い 6. そのため, 習慣的飲酒に伴う大腸発がんの原因と
腸内細菌との関係を調査する上で格好の研究対象と考えられる.  
本章では慢性的に EtOH に曝露された腸内細菌の EtOH 代謝能を好気, 嫌気環境の違いにも着目して調
査することにより, 腸内細菌によるAcH代謝に対する習慣的飲酒の影響を明らかにすることを目的とし
た.  
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2.3 実験素材および手法 
2.3.1 腸内細菌の単離と同定 
 久里浜医療センターよりア症患者の糞便サンプルを提供していただいた. 選択培地で腸内細菌を単離
後, リボソーム 16S RNA 配列による菌種同定を行った. アルコール依存症患者の診断は「精神障害の診
断と統計マニュアル」の定義に基づいた. 肝硬変の兆候は認められずサンプリング 1 週間前まで飲酒を
継続し, 断酒薬や抗生物質は服用していない.  糞便サンプルは 1% L-Ascorbate および 1000 units/ ml 
catalase を含む PBS に懸濁し,  5%の馬脱脂血清を含む BL 寒天培地 (ニッスイ)に塗布した. その後, シ
ングルコロニーを単離しリボソーム 16S RNA 配列による菌種同定を行った 1.  
 
2.3.2 単離株の AcH 代謝評価 
 BL寒天培地によりEtOH存在下で培養した菌体をPBSに再懸濁した. 22 mMのEtOH (ナカライ, 特級), 
8.5 g/l NaCl, 10 mM リン酸ナトリウム緩衝液, OD600 = 0.8±0.1 の菌体を含む反応液を調製し 37℃で 3 時
間反応させ, 微生物のAcH蓄積能を評価した. なお, 菌体の調製作業は窒素ガス気流化で行った. AcH分
解能は,上述の反応液における EtOH を 200 µM AcH に変更し 37℃で 24 時間反応させることで評価した. 
AcH と EtOH 濃度はヘッドスペースガスクロマトグラフィシステム (INNOWax 19091N−233138 column 
(0.25 mm× 30 m), Varian CP 3800/Tekmar 7000)により測定 1した.  
 
2.3.3 好気, 嫌気状態における PAAs の AcH 蓄積能への影響調査 
 2.3.2 において同定された AcH 生産株 (potential AcH accumulating strains: PAAs)について, 微生物につ
いて, 好気ならにび嫌気条件下でこれらのAcH蓄積能に変化が生じるのかを調査した. PAAsを嫌気性菌
用液体培地 (0.1% (w/v) beef extract (ナカライ), 0.25% (w/v) bacto peptone (Becton Dickinson, Franklin 
Lakes), 0.25% (w/v) casein peptone (ナカライ), 0.4% (w/v) yeast extract ナカライ), 0.5% (w/v) soluble starch 
(ナカライ), 1% (w/v) glucose (ナカライ), 0.02% (w/v) L-ascorbic acid (ナカライ), 0.05% (v/v) Tween 80 (ナ
カライ), 4% (v/v) salt solution (0.025% CaCl2·2H2O, 0.05% MgSO4·7H2O, 0.1% K2HPO4, 0.1% KH2PO4, 1.0% 
NaHCO3, and 2.0% NaCl)にて嫌気的に培養し, 対数増殖期 (OD600 = 0.3-0.6)の培養液に等量の新鮮培地と
EtOH (22 mM), 過酸化水素 (5 mM)を加えた. 密閉後, 37℃で 4 時間反応させた. 過塩素酸 (終濃度 0.6 
M)の添加によって反応を停止させたのち, ヘッドスペースガスクロマトグラフィでEtOHとAcH濃度を
測定した.  
 
2.3.4 糞便の AcH 蓄積能評価 
飲酒によるヒトマイクロバイオームのAcH蓄積能の変化を調査するために, 健常者とア症患者の糞便
を用いてその AcH 蓄積能を評価した . Table 1 に示すア症患者  (ALF1~ALF8)および健常者 
(NAF1-NAF11)からサンプルを提供いただいた. サンプルの状態をそろえるために, まずサンプルは採
便キット (Fig. 2-1)で回収し脱酸素剤存在下で直ちに冷凍保存した. 一日間冷凍保存したサンプルに, 湿
重量 6 g につき 30 ml の PBS を加え懸濁した. 糞便懸濁液に, 44 mM EtOH もしくは 400 µM AcH を含む
PBS を等量添加し 1.2 ml ずつ分注し, 37℃で反応させた. 反応停止のために過塩素酸を添加後 (fin. 0.6 
M), 2.3.2と同様にEtOHとAcHの濃度をヘッドスペースガスクロマトグラフィシステムによって測定し
た. また, 検出された AcH および EtOH がサンプル由来か否かを判断するために, 便サンプルを 100℃, 
30 分処理したものを用いた上述と同様のアッセイを行った. その結果, いずれの物質も生成されないこ
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とが確認された.  
Fig. 2-1. 便サンプルの採取, 保存キット 
 
Table 1. サンプル提供者の背景因子 
 
  
患者 ALF1 ALF2 ALF3 ALF4 ALF5 ALF6 ALF7 ALF8
年齢 49 52 71 68 50 50 64 40
性別 男 男 男 男 男 男 男 男
断酒日数 4 3 2 2 5 2 2 1
喫煙本数 60 15 30 20 40 10ヶ月禁煙 40 2年禁煙
ALDH2 *1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*1
健常者 NAF1 NAF2 NAF3 NAF4 NAF5 NAF6 NAF7 NAF8 NAF9 NAF10 NAF11
年齢 22 26 29 51 26 23 24 54 34 43 38
性別 男 男 男 男 男 男 男 男 男 男 男
飲酒習慣 月に3度 なし 月に2度 毎日 3ヶ月に1度 なし なし 月に1度 なし なし なし
喫煙本数 なし なし なし なし なし なし 2～3 10 10本（14年） 20本（23年） 20本（18年）
ADH *2/*2 不明 *2/*2 *2/*2 *1/*1 *2/*2 *2/*2 *2/*2 *1/*2 *1/*2 *2/*2
ALDH2 *1/*1 不明 *1/*1 *1/*1 *1/*1 *1/*2 *2/*2 *1/*2 *1/*2 *2/*2 *1/*2
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2.4 実験結果 
2.4.1 腸内細菌の単離同定および AcH 代謝評価 
  
Fig. 2-2. 腸内細菌分離株のAcH蓄積能評価. AcH decomposition: 11.35 µM以上を[＋], 未満を[-].  AcH蓄
積能: 2.3 µM 未満を[-], 2.3~45.4 µM の範囲を[+], 45.4 µM 以上を[++]. AcH の変異原性の閾値は 45.4 µM
以上. 
 
Fig. 2-2に分離された腸内細菌の株数とAcH蓄積能を示した. 縦軸は分離株数を示し, AcH蓄積評価は
インセットに示す A~E に分類した. A は AcH 分解菌, B は AcH 非代謝菌, C は見かけ上マイクロバイオ
ームの AcH 代謝に関わる可能性が低い菌, D および E がAcHを蓄積する可能性が高い菌となる. 私はD
および EようなAcH蓄積株を PAAsと称することにした. BacteroidesはAcH非代謝菌がその大部分を占
めている. 一方, 属によってはその大部分が PAAsで構成されている. 例えば Collinsellaや Ruminococcus
などはその 8 割近くが PAAs であった. 私はこのような PAAs 頻出属を genus with high PAA abundance 
(GHPA)と定義した. 興味深いことに, いわゆる善玉菌である Bifidobacterium は PAAs の占める割合はそ
れほど多くないものの分離株総数が高いためPAAsの単離数は全属中2位であった. 以上の結果から, 習
慣的飲酒者の腸内マイクロバイオームはに AcH を高蓄積する潜在的な代謝能が確かに存在すると考え
られた.  
  
2.4.2 PAAs の好気条件, 嫌気条件における AcH 蓄積能への影響 
 2.4.1 にて同定した PAAs のうち GHPA の代表例として Ruminoicoccus と Collinsella に属する微生物の
AcH蓄積能が好気条件と嫌気条件で異なるかどうかを調査した. 特にGHPAに分類されたこれらの属は
偏性嫌気性であるため, 好気環境下への曝露は明確な酸化ストレスになることが予想される. これらの
微生物がどちらの条件においても高いAcH蓄積能を示す場合, 腸内のどの部位 (粘膜近傍, 内腔)におい
ても AcH を蓄積する可能性が高い. また, 腸管上皮細胞でも EtOH 代謝に伴う活性酸素種が発生してい
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た場合, 活性酸素種がヒト細胞のみならず腸内細菌にも酸化ストレスを与えている可能性を考えた. そ
こで, 酸化ストレス付与の AcH 蓄積能への影響も合わせて調査した (Fig. 2-3).  
Fig. 2-3. 代表的な PAAs の環境条件の違いによる AcH 代謝比較 
 
その結果, Fig. 2-2においてDや Eに分類された PAAsのうちCollinsellaは嫌気条件ではAcHをほとん
ど蓄積しないことがわかった. いずれの PAAsも好気条件において AcH 蓄積量は増大することがわかっ
た. 加えて, 過酸化水素処理によって酸化ストレスを与えた場合でも AcH 蓄積量が増大し, そのレベル
は好気条件下よりも大きいことがわかった. 加えてこれらの株のAcH蓄積量は本実験条件下では変異原
性の閾値 (50 µM)をはるかに超える値であった. そのため, これらの微生物の存在量が多い部位は局所
的に AcH の蓄積量が高く発がんリスクが増大する可能性が推測される.  
Fig. 2-3. 過酸化水素濃度の違いによる PAAs の酸化ストレス応答 
 
 過酸化水素処理によってPAAによるAcH蓄積量が増大した結果を受け, AcH蓄積量の増加幅が大きか
った Collinsella について AcH 蓄積で評価した酸化ストレス応答の過酸化水素濃度依存性を調べた (Fig. 
2-3). また, どの程度の過酸化水素濃度から応答を示すのかも調査した. その結果, いずれの株について
も 2 mM を超える過酸化水素によって顕著に AcH 蓄積量が増加することがわかった. Collinsella は分離
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株のほとんどが PAAs である典型的な GHPA である. Ruminococcus も酸化ストレス条件下で AcH 蓄積能
が増加していることから GHPA の AcH 蓄積能は酸化ストレス付与によって増加することが示された.  
2.4.3 糞便の AcH 蓄積能 
以上の結果より, ア症患者の腸内細菌には AcH を大腸内で多量に蓄積する潜在能力をもつ微生物 
(PAAs)が存在し, それらが特定の属 (GHPA)に偏っていることが分かった. またPAAsの数は全分離株の
20％以上にも達しており, 以上のことからア症患者の腸内マイクロバイオームはAcHを生産する能力が
十分にあると予想された. そこで, ア症患者のマイクロバイオームの AcH 蓄積能を健常者のものと比較
した (Fig. 2-4).  
Fig. 2-4. 糞便の AcH 蓄積能評価 
 
糞便による EtOH からの AcH の生産と AcH の分解速度を 24 時間経時的に測定した結果, 予想に反し
てア症患者の糞便はAcHの初期濃度やAcH蓄積能, 分解能ともに健常者を下回っていた. AcH蓄積能に
関して, 健常者は個人差が大きかったがア症患者はどの被験者も AcH 蓄積量が少なかった. 分解能に関
しては 12 時間後には健常者とア症患者に差はみられなくなったが, その 0～6 時間の間の分解速度には
差がみられ, ア症患者のマイクロバイオームの AcH 分解は健常者のものよりも遅いことが分かった. こ
のことから, ア症患者の糞便は健常者と比べて AcH の代謝に非応答性になっていると判断した.  
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2.5 考察 
腸内マイクロバイオームのAcH蓄積能に対する習慣的飲酒の影響を調査するために, 習慣的飲酒者の
腸内 AcH 生産源と糞便の AcH 代謝を調査した. 習慣的飲酒者の典型例としてア症患者に着目して実験
を行った. 腸内細菌が生産した AcH が大腸発がんのリスク因子であるという仮説が正しければ, ヒトの
EtOH 代謝能と大腸発がんの罹患リスクに相関がないという知見と辻褄は合う. 私は当初, この仮説に
従って, 習慣的飲酒者の腸内細菌叢は非飲酒者のものと比べてAcH蓄積能が増大していると予想してい
た. そのうえで, ア症患者の腸内細菌の中から特に AcH 蓄積能の高い微生物を同定し, 「原因菌」とし
てその存在比を調査するつもりであった. ア症患者の腸内より 500 株以上を単離し, その AcH 蓄積能を
評価した結果, AcH を高濃度に蓄積する株：PAAs を同定し, それらの分離株が特定の属に頻出すること
を明らかにした. それらを GHPA と定義し, ア症患者の腸内には確かに「原因微生物」が存在すること
を明らかにした. しかしながら, 糞便サンプルを用いた腸内マイクロバイオームのAcH蓄積能評価では, 
ア症患者の腸内 AcH 代謝能は生産, 分解の両面で健常者のものよりも低かった. 私は, 腸内細菌の多く
が偏性嫌気性菌であることから, 腸外の環境にさらされることで菌叢に変化が生じないように便サンプ
ルはサンプリング後直ちに嫌気環境下で凍結保存をした. またサンプル間の人為的な誤差を少なくする
ために凍結保存する期間を 1 日にそろえ, 実験に供するタイミングを揃えた. そのため, 実験条件は健
常者, ア症患者ともに統一されている . 今回の被験者となったア症患者はすべて中年以上の男性で
ALDH2活性型であり喫煙歴がある. ヒトのADHやALDH遺伝子多型が大腸発がん罹患リスクと相関が
ないことから, 今回の実験で健常者のグループとア症患者のグループの背景因子で違うのは飲酒習慣, 
喫煙習慣, 年齢や今回背景因子として注目していないほかの生活習慣などである. ア症患者グループの
AcH 蓄積能にばらつきが少なく, 年齢や喫煙歴などの背景因子が似ていることを考慮すると, おそらく
この 2 因子の多様性が健常者内のばらつきの大きさに影響を与えていると推測した. しかしながら, ば
らつきが大きくともAcHの初期濃度や 3, 6, 24時間時点でのAcH蓄積量がほとんどのサンプルで健常者
＞ア症患者となっていることを考えると, 様々な背景因子によるばらつきが出る中で習慣的飲酒は腸内
マイクロバイオームの AcH 蓄積能を低下させる主要因であるといえる.  
ここで, AcH は ECRC のリスク因子として重要なものであるかどうか考える必要がある. 今回の実験
によって習慣的飲酒はヒト腸内マイクロバイオームの AcH 蓄積能を低下させるという知見が得られた
がこれだけでは, AcHがECRCのリスク因子ではないとは言い切れない. なぜなら, 一過的な飲酒では大
腸発がんの原因にはならず長期的な飲酒がリスクの要因となるからである. すなわち, たとえ低濃度で
あっても腸内環境が常にAcHに曝露されている状態であれば十分に大腸発がんの原因となりうる. この
問題点に関して筆者は健常者の糞便の AcH 含有量に着目した (Fig. 2-5). 今回の健常者の AcH 初期濃度
はそれぞれ87.5, 69.2, 45.8, 81.4, 47.7, 66.6, 0, 52.9, 0, 0 µMであった. Table 1と照らし合わせて飲酒習慣の
有無に関わらず, 健常者の糞便はほとんどの場合, AcH の変異原性の閾値を超えるレベルの AcH を含ん
でいた. このことは糞便の AcH は健常者のほとんどがア症患者よりも高濃度であり, なおかつ in vitro
実験で確認された最小発がん濃度以上のAcHに常に腸管が曝露されていることを示す. AcH を大腸発が
んの原因と仮定すると健常者のほとんどが発がんしていてもおかしくないことになってしまう . 当然, 
実際の腸管壁は粘膜層に覆われているためより高濃度の AcH が変異原性に要求されることも大いにあ
り得るが, いずれの場合にせよア症患者や習慣的飲酒者が非飲酒者よりも ECRC リスクが高い事実と矛
盾する.  
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Fig. 2-5. 糞便サンプルの AcH 初期濃度 
 
以上から, AcH は ECRC の主要因ではないと考えた. その一方で, 好気条件や過酸化水素は PAAs の
AcH 蓄積能を大幅に増加させた. そして EtOH も健常者は初期濃度が高くア症患者もある程度の初期濃
度を示した (Fig. 2-6). 一方で, 習慣的飲酒は腸管粘膜に活性酸素種を蓄積するという知見が報告されて
いる. これらをまとめると, 飲酒は腸内細菌に EtOH という AcH の前駆体を供給しているのではなく
AcH を生産しやすい酸化的環境を提供している見方ができる (Fig. 2-7). このメカニズムならば確かに
マイクロバイオーム自体のAcH蓄積能に関わらず局所的にAcHを高濃度に蓄積している可能性があり, 
重要になってくるのは「飲酒によって PAAs が非飲酒時よりも好気的環境, あるいは活性酸素種に曝露
される」ことである. 加えて, 腸内細菌が酸化的環境下におかれるのは粘膜近傍に限定されると考えて
よいだろう. 既存の研究の多くが糞便に着目した代謝物や菌叢の解析物であることから, 今後は腸内細
菌の生育環境をより腸内とするのではなく, 例えば大腸の小腸側, あるいは糞便内, 粘膜近傍といった
形で細分化していく必要性があると考える.  
 
Fig. 2-6. 糞便中 EtOH の初期濃度 
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Fig. 2-7. 飲酒による PAAs に対する酸化ストレスを介した局所的な腸内 AcH 蓄積プロセス 
 
PAAs が 20％も分離されておりながらア症患者の糞便中 AcH 初期濃度および AcH 蓄積能が健常者よ
りも少なくなっている理由を考えた. まず, 今回単離したア症患者の糞便中微生物組成が本来の菌叢と
異なっており, 実際の腸内細菌叢における GHPA の割合が健常者の腸内細菌叢よりも大幅に少ないこと
が考えられる. 微生物培養法で調査可能な腸内細菌叢は培養ができる微生物に限られており, 多くの難
培養性微生物が存在する腸内細菌叢を正確に把握することは困難である. さらに, 今回の代謝実験はあ
くまで in vitro の実験であり分離株やマイクロバイオームの AcH 蓄積能が実際の腸内におけるものとは
かけ離れている可能性が考えられる. しかしこの場合, 健常者のサンプルも同様の環境下で実験を行っ
ているため, ア症患者のマイクロバイオームはア症患者の腸内環境でしかAcHをつくらないということ
でない限り適した仮説ではない.  
以上の結果から, 腸内細菌が生産したAcHは ECRCの主要なリスク要因とは考え難いが, 酸化ストレ
スを介した局所的な AcH の蓄積の可能性が飲酒によって引き起こされている可能性がある. また, 正確
な腸内細菌叢を把握し習慣的飲酒による腸内細菌叢への影響を明らかにするとともに飲酒によって腸
内細菌に酸化ストレスが加わることを明らかにする必要性が示された. 今回の知見は, これまでの通説
であった「AcH 原因説」に新たな視点を与えた. さらに生育環境の違いが腸内細菌の代謝能に大きな変
化を与えることから, より腸内細菌の生育環境に注視した研究の必要性があることを示した.  
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第 3 章 飲酒による腸内細菌叢への影響調査 1 
3.1 背景 
 第 2 章の結果より, ECRC や飲酒習慣に起因する他の大腸疾患リスクの増大における腸内細菌の役割
を AcH 代謝との関連で議論する場合には，習慣的飲酒者の腸内における GHPA の存在比を正確に把握
する必要性が示された.また習慣的飲酒によって腸内細菌叢がどのような変化をするのかを調査した研
究は少なく，特に ALDH2 遺伝子型が不活性型のヒトが多い日本人について，このことに関する知見は
ほとんどない. 長期間にわたる飲酒習慣をもち健常者と比べて腺腫発見率が顕著に高いア症患者の腸内
細菌叢を健常者のものと比較することは, ECRC に腸内細菌叢がどのように寄与しているかを調査する
上で有用な知見となりうる. 前例としてマウスを対象とした慢性的 EtOH 投与群と非投与群の腸内細菌
叢を比較した報告 2 や欧米人を対象としたア症患者と健常者の腸内細菌叢を比較した報告 3 があり，そ
れぞれ慢性的 EtOH 投与やア症患者において Bacteroidaceae の減少が観察されている. しかしながら，
GHPA の存在比や腸内細菌叢の変化による機能変化を把握するためにはより詳細な属や種レベルでの菌
叢比較が必要であるが，これらの報告ではいずれも門 (Phylum)や科 (Family)レベルでの比較にとどまり，
属 (Genus)や種 (Sspecies)レベルでの比較はなされていない.  
 
3.2 目的と戦略 
そこで私は, 習慣的飲酒による腸内細菌叢への影響を詳細かつ正確に把握するために次世代シーケン
サーによるリボソーム 16S RNA の配列に基づくメタ菌叢解析を行った. 序論に記載した通り, 次世代シ
ーケンサーを用いたメタ菌叢解析は非培養法であるため, 難培養微生物の菌叢も正確に把握することが
できる．メタ菌叢解析結果には飲酒以外の生活習慣による要因も反映される可能性が考えられるため, 
被験者の募集の際には大腸発がんや腸内細菌叢に相関があると予想される背景因子をアンケート調査
した. 習慣的飲酒者に関しては第 2 章と同様の理由でア症患者を対象とした.  
 
3.3 実験素材および手法 
3.3.1 被験者の背景因子 
まず, 被験者は性別, 年齢, 飲酒歴, 喫煙歴, ADH と ALDH の遺伝子多型 (一部)について事前にアン
ケートを取った. この中で飲酒歴と喫煙歴についての区分を Table 3-1 に示す.  
Table 3-1. 飲酒と喫煙習慣の区分 
次にこの区分に基づく, 各被験者の背景因子を Table 3-2 に示す. 今回の実験では健常者 48 名とア症患
者 18 名 (BMI=21.9±3.4)について解析を行った.  
 
Table 3-2. 被験者の背景因子. 
Sample ID Age Sex 
Drinking habit 
score 
Smoking habit 
score 
Group ADH1B ALDH2 
Alcoholics        
AL02 63 male 4 1 3 *1/*2 *1/*1 
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AL03 45 male 4 4 4 *1/*1 *1/*1 
AL04 56 male 4 1 3 *2/*2 *1/*1 
AL05 60 male 4 4 4 *2/*2 *1/*1 
AL06 34 male 4 1 3 *1/*2 *1/*1 
AL07 41 male 4 4 4 *1/*2 *1/*1 
AL08 52 male 4 4 4 *2/*2 *1/*1 
AL09 66 male 4 1 3 *1/*2 *1/*1 
AL10 60 male 4 1 3 *2/*2 *1/*1 
AL11 49 male 4 4 4   
AL12 52 male 4 3 4   
AL13 71 male 4 4 4   
AL14 68 male 4 4 4   
AL15 50 male 4 4 4   
AL17 64 male 4 4 4   
AL18 40 male 4 1 3   
        
Non-alcoholic        
NA01 21  female 2 1 1   
NA02 21  female 1 1 1   
NA03 22  female 1 1 1   
NA04 20  male      
NA05 20  male 3 1 3   
NA06 21  female 1 1 1   
NA07 21  female 1 1 1   
NA08 22  female 1 1 1   
NA09 21  female 3 3 4   
NA10 19  male      
NA11 20  female 1 1 1   
NA12 21  female 1 1 1   
NA13 33  male 1 1 1   
NA14 19  female 1 1 1   
NA15 19  female 3 3 4   
NA16 21  female 3 4 4   
NA17 19  male      
NA18 50 male 2 1 1   
NA19 50 male 2 3 2   
NA20 28 female 3 1 3   
NA21 39 female 1 1 1   
NA22 33 female 1 1 1   
NA23 45 male 2 1 1   
NA24 35 male 2 3 2   
NA25 50 male 3 3 4   
NA26 31 male  3    
NA27 29 male 2 1 1   
NA28 28 male  3    
NA29 28 male  3    
NA30 23 female  1    
NA31 22 female 3 3 4   
NA32 23 male 3 1 3   
NA33 22 male 2 3 2   
NA34 22 female 2 1 1   
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NA35 49 male 3 1 3   
NA36 41 male  3    
NA37 37 male 2 3 2   
NA38 34 female 2 1 1   
NA39 26 male 2 1 1   
NA40 36 female 1 1 1   
NA41 26 male 1 1 1 *2/*2 *1/*1 
NA42 25 male 2 1 1 *1/*2 *1/*1 
NA43 23 male 1 1 1 *1/*2 *1/*2 
NA44 30 male 1 1 1 *2/*2 *2/*2 
NA45 24 male 2 1 1 *2/*2 *1/*2 
NA46 59 male 1 1 1 *2/*2 *1/*2 
NA47 23 male 2 1 1 *1/*2 *1/*1 
NA48 56 male 4 1 3 *1/*2 *1/*1 
 
3.3.2 サンプリング方法 
 ア症患者の糞便サンプルは久里浜医療センターより提供いただいた. なお対象としたア症患者は「精
神障害の診断と統計マニュアル」の定義に基づいて診断されており, 肝硬変を患っていない. またこれ
らの患者はサンプリング 1 週間前までは飲酒を継続しており, 断酒薬や抗生物質の服用はなかった．い．
また採取した糞便サンプルは第 2 章に記載の手順と同様に，DNA を抽出するまでは-80℃にて保存した. 
  
3.3.3 糞便からの DNA 抽出法 
森田法 4を改変した手法によって糞便からゲノム DNA を抽出した. まず糞便を pH 7.0 の PBS に懸濁
した. その後, 食物残渣などを取り除くために 100 µm のフィルターに通した. ろ液を遠心分離して得ら
れた沈殿，15 mg/ml の Lysozyme を含む 10 mM TE-buffer (pH 7.0) 10 ml に懸濁し 37℃で 1 時間インキュ
ベートした. その後, 終濃度が 2000 units/ml となるように achromopeptidaseを加え 37℃で 30分反応させ
た. その後, proteinase K と SDS をそれぞれ終濃度が 1 mg/ml, 1 % (w/v)となるように添加し, 55℃で 1 時
間反応させた. 以上の溶菌処理後にフェノール/クロロホルム処理を行い RNase A による RNA 除去を行
い, 再度フェノール/クロロホルム処理後，EtOH 沈殿処理によって得られた沈殿を TE-buffer に溶出させ
た.  
3.3.4 454 シーケンサーによるリボソーム 16S RNA シーケンス  
 抽出したゲノム DNA を鋳型として, 27 mod Fw プライマー(5’-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTC 
CGACTCAGNNNNNNNNNNagrgtttgatymtggctcag)と 338 Rv プライマー (CCTATCCCCTGTGT 
GCCTTGGCAGTCTCAGtgctgcctcccgtaggagt)を用いてリボソーム 16のV1-V2可変領域を PCRによって増
幅した. ここで NNNNNNNNNN はサンプルごとに異なるバーコード配列であり, シーケンス後のデー
タをサンプルごとに識別するためのものである. 以下の作業は 454 システム (454 GS FLX Titanium 
instrument および 454 GS JUNIOR instrument (Roche))を用いた菌叢解析パイプライン 5 に従った (Fig. 
3-1). row data のクオリティチェックを行って選抜された配列を 96%の配列類似度でクラスタリングし, 
このクラスタを OTU (operating taxonomic units)とした. 各 OTU は RDB および共同研究者である服部正
平教授の研究室 (東京大学)の in house データベースを参照し帰属した. 配列データは最終的に検体ごと
に 3000 readsずつとなるように圧縮した. また, 各種統計解析やEnterotypingはエクセルおよびRを用い
て行った.  
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Fig. 3-1. メタ菌叢解析のパイプライン 
 
3.4 実験結果 
3.4.1 ア症患者と健常者の腸内細菌叢比較 
まず, 各サンプルの菌叢を系統分類学の上位の階層 (門，Phylum)から比較する.  
Fig. 3-2. Phylum レベルでの各検体の菌叢. 
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Fig. 3-3. Phylum レベルでの菌叢比較. **: P-value<0.01 
 
ア症患者と健常者の菌叢を Phylum レベルで比較した結果, Firmicutes と Bacteroidetes が最優占種であ
ることが分かった (Fig. 3-2). また Bacteroidetes が有意にア症患者で減少していた (Fig. 3-3). これは, 欧
米人についてア症患者と健常者を比較した報告の結果と一致していた 3. また, 統計的な有意差は出な
かったものの Proteobacteria がア症患者で増加している傾向が得られ (P-value=0.09)，この傾向も欧米人
についての報告と同様であった.  
Fig. 3-4. Genus レベルでの各検体の菌叢 
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Fig. 3-5. 属レベルでの菌叢比較. Others は存在比が 1％未満の属の総合値. *: P-value<0.05 
 
次にア症患者と健常者の菌叢を属 (Genus)レベルで比較した結果，両群ともに Bacteroides, 
Faecalibacterium, Bifidobacterium, Ruminococcus 属が優占的に存在することが分かった (Fig. 3-4). しかし
ながら, 両群とも検体によって最優占種は異なることが分かった. ヒト腸内細菌叢は 3 つのエンテロタ
イプに大別されるという報告があり 6, さらにアジア人の腸内細菌は Bifidobacterium 型と Prevotella型に
区別できるという報告 7がある. 実際に，対象とした被験者ではこれらの属のいずれかを最優占種とす
る検体がほとんどであった. Bifidobacterium や Prevotella については，ア症患者内での個人間差が大きい
ためか統計的有意差が見られなかったものの, それらの存在比の平均値はいずれも健常者よりも大きく
減少していた．また，Bacteroides や Eubacterium などの偏性嫌気性菌もア症患者群において統計的に有
意に減少していた.一方，ア症患者の中には Streptococcus 属や Faecalibacterium 属を最優占種とする検体
が存在した. 特に, Streptococcus 属はア症患者と健常者の腸内細菌叢を比較した場合に統計的に有意に
ア症患者で増加していた (Fig.3-5). ア症患者群においては Streptococcusの他にもOthersの割合も有意に
増加していた. Othersは存在比が 1％未満のいわゆる希少種である. これら希少種の腸内での機能は不明
な点が多く, 第 2 章の分離株の中に含まれていない菌種も存在していた.  
 
次に, 第 2 章で同定した GHPA (Ruminococcus, Collinsella, Coriobacterium, Prevotella)についてその総数
を比較した (Fig. 3-6). この結果, ア症患者の腸内細菌叢はGHPAの存在比が健常者よりも有意に減少し
ていることが分かった. 第 2章においてア症患者の糞便のAcH含有量や蓄積能が健常者のものと比較し
ていずれも小さい値を示したことは，この事実により合理的に説明される. また, Bifidobacterium は
GHPAではないものの PAAsの分離数はCollinsellaについて多かった. この Bifidobacteirum属の減少もア
症患者の糞便の AcH 含有量や蓄積能が健常者のものと比較して小さい要因の一つとなりうると考えら
れた. しかしながら, 第 2 章で明らかになったように，AcH の蓄積能は属や種が同じでも株によって異
なりうる．菌叢解析では株ごとの代謝能の違いを識別することは不可能であるため，今回検出された微
生物の PAAs の割合が分離株における代謝評価結果と一致するかは不明である.  
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Fig. 3-6. GHPA の存在比比較. エラーバーは各群内の標準偏差を示す. **: P-value<0.01 
 
また微生物群集は一般に，ある環境負荷に曝されると選択圧によって特定の種が選抜される傾向を示
す. 今回のア症患者と健常者の比較では，検出された OTU 数 (α-diversity = 種の多様性)に有意な差は見
られなかった (Fig. 3-7). このことは, 今回見られた菌叢の変化が，菌種の数の変化ではなく，微生物の
構成 (β-diversity = 菌の存在割合)の変化によるものであることを示唆している.  
Fig. 3-7. OTU 数の比較 
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Fig. 3-6 や Fig. 3-7 中におけるエラーバーの大きさからもわかる通り，各群内における OTU 数のばら
つきが大きい. このことから, 菌叢構造が，ア症患者と健常者の 2 群での差 (飲酒習慣)以外にも，各群
内で別の因子 (個人間差やその他の背景因子)による影響を受けている可能性が示唆された. そこで, 各
検体間の菌叢の類似度から全体の菌叢傾向を把握するために UniFrac 解析を行った.  
 UniFrac 距離は系統解析における尺度の一つでありサンプル間の系統的な類似度を示す. 通常のクラ
スタリングや主成分分析に用いるデータが数値マトリックスであるのに対して, UniFrac は配列の類似
度に基づいている. 例えば, Fig. 1-2 に示した次世代シーケンスによる菌叢解析の手順では, 得られた配
列データを用いてデータベースを参照することで菌種の帰属を行う. このときデータベースに登録され
ていない配列データや類似度が低い配列データは「未同定」としてまとめられてしまう. またクラスタ
リングにより 96％以上の類似度の配列は，同一 OTU としてまとめられてしまう. そのため, 帰属後のデ
ータに基づく菌叢比較の解像度と精度は，row data と比較すると低下せざるを得ない. これに対して
UniFrac 解析は帰属前の配列データに基づいている (未同定データも菌叢比較に用いることができる)た
め, 未知配列を多く含む環境サンプルの高精度のメタゲノム解析に有効である 8.  
 Fig. 3-8は全被験者の菌叢構造の UniFrac距離に基づく主座標解析の結果であり, プロットが近いほど
菌叢構造が類似していることを示している. 軸の値は説明率であり, 各軸が菌叢の差異の何％を表現で
きているかを示している. 今回の 2 次元プロットでは合計で 26%程度の菌叢の差異が示されている. こ
の結果から, 群内におけるばらつきがあるものの概ね健常者とア症患者でその菌叢傾向がわかれている
ことが分かった.  
 
Fig. 3-8. UniFrac-PCoA. Non alcoholics vs Alcoholics 
  
33 
 
Fig. 3-9 に各群内および群間で比較した菌叢構造間の平均 UniFrac 距離を示す. 平均 UniFrac 距離が大
きいほど菌叢が異なることを意味している. 男性のみと全検体を用いた平均 UniFrac 距離の比較で, 結
果がほぼ変わらないことから，今回の解析で菌叢傾向に性差は反映されていないことが示唆された. ま
た健常者内の菌叢差異 (NA-NA)よりも健常者とア症患者の菌叢差異 (NA-AL)が有意に大きい. このこ
とからア症患者と健常者は統計的にも系統的に異なった菌叢であることが示された. その一方でア症患
者内の菌叢差異 (AL-AL)が群間の菌叢差異よりも大きい. このことは, ア症患者は特定の菌叢に集約し
ているのではなく, 健常者の菌叢から逸脱していることを示している. この，ア症患者内でのばらつき
が大きく菌叢が集約していないことが，菌叢比較時におけるエラーバーの大きさの理由であり, 統計的
有意差の検出が困難であった原因であると考えられた.  
Fig. 3-9. 平均 UniFrac 距離の比較. 青: 全検体, 橙: 男性のみ. エラーバーは各群内の標準偏差を示す. 
**: P-value<0.01 
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3.4.2 背景因子に基づいて再分類した菌叢比較解析 
このように, ア症患者と健常者で菌叢傾向に違いがあることが分かったものの，群内間差が大きかっ
た． Table 3-2 に示すように，健常者, ア症患者を問わず他の背景因子に差が見られることから，ア症患
者や健常者の菌叢をさらに細分化できる可能性が示唆された．そこでこれらの背景因子に基づいて, 健
常者, ア症患者の区別なく被験者を再分類した (Fig. 3-10).  
Fig. 3-10. Genus レベルでの階層的クラスタリングと背景因子の対応付け 
 
まず, 帰属後の Genus レベルでの結果を用いて菌叢を階層的クラスタリングによって分類した. また
被験者のアルコール依存の有無 (Alcoholism；ア症患者: 桃色, 健常者: 水色), 性別 (Sex；男: 青, 女: 赤), 
世代 (Generation；青: 15-30 歳, 緑: 31-44 歳, 黄: 45-65 歳, 赤: 66 歳以上), 飲酒習慣と喫煙習慣の有無に
基づく分類 (Group 1–4；Table 3-1), ADH/ALDH 遺伝子型 (青: ADH1B * 1/* 1 ALDH2 * 1/* 1, 黄緑: 
ADH1B * 1/* 2 ALDH2 * 1/* 1, 茶: ADH1B * 1/* 2 ALDH2 * 1/* 2, 黄: ADH1B * 2/* 2 ALDH2 * 1/* 1,  灰: 
ADH1B * 2/* 2 ALDH2 * 1/* 2, 黒: ADH1B * 2/* 2 ALDH2 * 2/* 2)にもとづいて，被験者を分類し菌叢を対
応させた. また非階層的クラスタリングにより腸内細菌叢を 3 種類の Enterotype に分別した (青: type 1, 
橙: type 2, 灰: type 3). この結果から, 特に飲酒と喫煙習慣が主な支配因子となって菌叢が分かれている
ことが示唆された. ア症患者と健常者での大別でもある程度菌叢が分かれていることがわかる. また, 
年齢によっても腸内細菌叢が変化することが確認された. 平均 UniFrac 距離の比較と同様に性差の影響
は菌叢に大きく影響しないことが分かった. この結果を受けて, 飲酒習慣と喫煙習慣による検体の分類 
(Table 3-1)をさきほどの UniFrac-PCoA 解析に反映させた (Fig. 3-11). 
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Fig. 3-11. 飲酒習慣と喫煙習慣による検体の 4 群分類を反映させた UniFrac-PCoA 
 
 この結果から, 健常者 (Group 1)と喫煙習慣者 (Group 2)でプロットがほとんど重なっていることが分
かる. これに対して, 飲酒習慣者 (Group 3)はそれらとは異なった独自の集団を形成していることがわ
かる. このことは, 飲酒習慣によって特定の腸内細菌叢を形成していることを示唆している. また飲酒
習慣と喫煙習慣の相乗効果によって菌叢がさらに大きく変化することが分かった. 飲酒と喫煙習慣を持
つヒト (Group 4)の腸内細菌叢は特定の傾向を持つというよりも, 健常者の腸内細菌叢から逸脱し群内
でも大きく個人間差があることがわかる. この時の Genus レベルでの腸内細菌叢を Fig. 3-12 に示す.  
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Fig. 3-12. 飲酒習慣と喫煙習慣の有無に基づいた分類 (Table 3-1)による, 各グループの腸内細菌叢 
 
Group 1 および Group 2 では Bacteroides が最優占種であった. 一方で Group 3 では Prevotella が増加し
腸内において優占種となっている. また Group 4 ではこれまでの優占種が大幅に減少し, Streptococcus が
大幅に増加していることが分かる. さらにOthersの割合が顕著に増加していた. Fig. 3-11と同様にGroup 
4 の腸内細菌叢が健常者から大きく逸脱したものであることが示唆された.  
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Fig. 3-13. 飲酒習慣及び喫煙習慣によって有意に変動する属. A: 喫煙習慣による菌叢変化, B: 飲酒習慣
による菌叢変化, C: 飲酒と喫煙習慣の相乗効果による菌叢変化. エラーバーは各群内の標準偏差 
 
各グループで有意に変化していた属を Fig. 3-13 に示す. 喫煙習慣だけでは健常者と大きな菌叢変化は
なく, Faecalibacterium が喫煙者で有意に減少していたのみであった (Fig. 3-13 A). 喫煙習慣だけでは大
きな菌叢変化がないことは Fig. 3-11 および Fig. 3-12 の結果からも示唆される. また, 飲酒習慣で有意に
変動していたのは Bifidobacteirum と Anaerostipes であった (Fig. 3-13 B). Bifidobacterium はア症患者と健
常者の比較では大きな減少が確認されていたものの統計的な有意差は検出できなかった. 今回, より詳
細な分類をしたことで統計的な差異の検出力が高まったためと考えられた. 一方で. 喫煙習慣と飲酒習
慣の相乗効果によって, 多数の菌が有意に変動することが分かった (Fig. 3-13 C). 特に, Bacteroides と
Eubacteriumの減少が大きく, また Streptococcusが大きく増加していた. 飲酒習慣の有無および喫煙習慣
の有無のみに基づいて被験者の菌叢構造をそれぞれ比較した場合，これらの属の存在比の有意な変化は
確認されなかった. つまり, この変化は飲酒と喫煙を同時に習慣的に行うことによって発生する現象で
あるといえる.   
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3.4.3 Enterotype との関係性 
ヒトの大腸内菌叢構造は，被験者の生活する国や地域の食生活を反映の違いが反映され, それらに基
づいて Enterotype に大別できることが分かっている 6,9. 今回観察された菌叢構造の傾向が，飲酒習慣や
喫煙習慣によらず，単にこの Enterotype によって支配される可能性を検討するため，全検体を三つの
Enterotype (Type 1，Type 2，Type 3)に分類した (Fig. 3-10). 各 Enterotype の菌叢を Fig. 3-14 に示す. 
  
Fig. 3-14. Enterotype ごとの菌叢 
 
Type 1 は Bacteroides を優占種とする Enterotype であり, Type 2 は Bifidobacterium を優占種とする
Enterotype である. Type 3 は Bifidobacterium が非常に少なく, Others と Streptococcus の割合が多い菌叢で
あった. Type 3はGroup 4の検体を多く含む菌叢でありア症患者の66％がType 3の菌叢に属していた. こ
のような菌叢は既知のEnterotypeでは見られない菌叢であり, 特にBifidobacterium属かPrevotella属を優
占種とするアジア圏特有の菌叢から大きく逸脱している. この結果より, Type 3 の菌叢は潜在的な
Enterotype の影響を受けていない本実験系特有の菌叢であるといえ, すなわちア症患者もしくは飲酒と
喫煙習慣の相乗効果を反映した菌叢であるといえる.  
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3.5 考察 
第 2 章において私は，ア症患者の腸内 AcH 濃度が健常者よりも低く, 腸内細菌の生産した AcH は
ECRC の主要因となる可能性は低いと結論した. そこで本章では，習慣的飲酒による腸内細菌叢への影
響を調査することで, ア症患者腸内細菌叢の AcH 蓄積能の低下の原因および AcH 以外の ECRC のリス
ク因子の解明を試みた. ア症患者と健常者の腸内細菌叢は系統的に異なった菌叢構造を示した (Fig 3-8, 
9)．欧米人を対象としたア症患者と健常者を対象とした腸内細菌叢比較およびマウスを用いた実験にお
いて, アルコール依存 (または慢性的 EtOH投与)によって Bacteroidetesの減少と Proteobacteriaの増加が
示唆されていたが 2,3，本論文における実験でも同様の傾向が観測された. このことから, 人種や動物種
を問わずアルコール依存 (または慢性的 EtOH 投与)によって腸内菌叢における Bacteroidetes の減少と
Proteobacteriaの増加が起こるものと推測される. 私はこれまでの報告より詳細なGenusレベルでの大腸
内菌叢構造の比較を行った. その結果, Bacteroides 属などの偏性嫌気性菌の減少と Streptococcus や希少
種の有意な増加が確認された. このことは, ア症患者において従来の腸内優占種の減少に伴う正常な腸
内細菌叢の喪失と未知の腸内細菌の働きが表面化する可能性を示唆している. しかし, あくまで変化し
ているのは菌組成 (β-diversity)であり, 種の多様性に大きな変化は確認されなかった (Fig. 3-7). このこ
とは, 生活習慣によって特定の悪玉菌が新規に出現するという「病原菌的な考え」ではなく, 常在微生
物の構成の変化が生活習慣関連疾患の原因となるという考えを支持している. このことは, 腸内細菌か
ら疾患の状態を診断するためには, 特定の微生物の検出という手法ではなくその組成の変化を検出する
手法が必要であることを示唆している.  
 第 2 章で同定した, GHPA (Ruminococcus, Collinsella, Coriobacterium, Prevotella)の存在比をア症患者と
健常者で比較したところ, ア症患者の菌叢構造は健常者のものよりも GHPA の相対存在比が有意に減少
していた (Fig. 3-6). このことは，ア症患者において腸内細菌叢の AcH 代謝能が低下していたことを合
理的に説明できる．しかしながら第２章で示したように, 微生物の代謝能は同種であっても株ごとに異
なる. さらに同じ株でも酸素条件の違いにより腸内細菌分離株の AcH 蓄積能が異なったことから, 同じ
微生物であっても腸内における定着部位によって個々の代謝能に差異が生じる可能性が示唆される. ま
た , 今回の菌叢解析において , ア症患者における偏性嫌気性菌の相対存在比の減少が確認された 
(GHPA もすべて偏性嫌気性菌である). この偏性嫌気性菌の減少の原因としてまず考えられるのは，腸内
細菌叢が酸化的環境下に曝露されている可能性であり, 今回の菌叢解析の結果は，ア症患者の腸内細菌
叢が酸化ストレスを受けている可能性を示唆している. このことは同時に, ア症患者の大腸内では酸化
ストレスによって腸内細菌の AcH 蓄積能が変化している可能性も示唆している.酸化ストレスによって
代謝変動を受ける物質がAcH以外に多数ある場合, 習慣的多量飲酒は酸化ストレスを通して腸内細菌叢
だけではなく, 個々の微生物の代謝を変化させることで腸内全体の代謝物バランスを変化させているこ
とになる. 見かけ上菌叢に変化がない場合でも物質の代謝能が変化している可能性は除外できず, この
ことは菌叢構造の変化を追跡するだけでは腸内細菌叢の機能の変化を正確に追跡できない可能性を示
唆している.  
 ア症患者と健常者の区分による菌叢比較によって習慣的飲酒による腸内細菌叢の変化が見えてきた
一方で , 各群内における個体間差が大きく統計的な検出力への影響が懸念されていた . 実際
Proteobacteria や Bifidobacterium は，ア症患者と健常者の間の菌叢構造比較において変動幅が大きいにも
かかわらず, その統計的な有意差は検出されていない. ア症患者の大腸内菌叢構造の群内平均 UniFrac
距離が大きいことからも，菌叢構造の多様性が特に大きいことがわかるが (Fig. 3-8, 9)，その理由は各群
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内の他の背景因子のばらつきがその原因と考えられた. アルコール依存症とは「精神障害の診断と統計
マニュアル」に基づいて診断される精神疾患の一つであり，被験者によってにその飲酒量はさまざまで
ある. また健常者群内にも飲酒習慣をもつ被験者は存在する (table 3-2). さらにア症患者と健常者の単
なる２群分けでは, 被験者間の飲酒以外の生活習慣の違いが考慮されていない．特に健常者の生活習慣
には多様性が考えられ，そのなかには腸内細菌叢に影響を与える可能性があるものや大腸がんリスクを
増大させるものが含まれている可能性がある. 例えば疫学的研究により, 飲酒習慣と喫煙習慣の相乗効
果で大腸がんのリスクが増加することが明らかにされている 10.また, 腸内細菌叢の構造は年齢によって
変化することも報告されている 9. 以上のことから, ア症患者と健常者の間に見られた菌叢構造の違い
について，飲酒習慣以外の要因も反映されている可能性も考慮すべきであると考えた．そこで被験者の
菌叢構造を Genus レベルでクラスタリングし，そこに各種の背景因子を対応させることによって，各背
景因子が腸内菌叢構造に与える影響を調査した (Fig. 3-10). その結果, まず性差による影響がないこと
が分かった. また, 評価できた検体数が少ないものの ADH および ALDH 遺伝子型も腸内細菌叢の傾向
と一致しているようには見えなかった．このことは，ADH や ALDH 遺伝子型が ECRC のリスクと相関
がないという知見 11と矛盾しない．また年齢については, 一部の世代ごとに腸内細菌叢がクラスターを
形成していたが，年齢の影響は様々な可能性を含んでいると考えられる．加齢に伴う社会生活環境の変
化は, 飲酒習慣や食習慣にも反映される. 事実, 今回の調査においても加齢にともなって飲酒および喫
煙習慣者が増加していた. 一方で,ヒトの免疫系や代謝能の加齢による衰退が腸内細菌に与える影響も
排除できない. 今回は年齢と喫煙習慣, 飲酒習慣の類似性が高かったため年齢による影響をそちらに含
めているが, 年齢による腸内細菌叢への影響はより注視する必要があると考える.  
 本論文において注目した背景因子による分類では, 飲酒と喫煙習慣ごとに菌叢がクラスターを形成し
ていた. UniFrac-PCoA (Fig. 3-11)より，健常者 (Group 1)と喫煙習慣者 (Group 2)の大腸内菌叢構造は類似
しており, 飲酒習慣者がそれとは異なった菌叢構造を持つことが分かる. また, 飲酒と喫煙の相乗効果
によって菌叢がより逸脱することが分かった . その菌叢は他のグループと大きく異なっており , 
Streptococcus と希少種の大幅な増加と通常の優占種の減少が確認され (Fig. 3-12, 13)，dysbiosis の状態に
あるといえる. 飲酒と喫煙を同時に行うことで大腸発がんリスクはより増加し, 飲酒と喫煙を両方とも
禁じることで日本人の大腸がんの 43％を予防することができるという報告がある 10. この臨床結果と今
回の菌叢解析の結果から, 飲酒と喫煙の相乗効果による腸内細菌叢の dysbiosis化と大腸発がんのリスク
要因には，何らかの相関があるように思われた. また, 喫煙習慣単独では腸内細菌叢に目立った変化が
見られないことから, 飲酒行為がたばこに含まれる何らかの有害物質を大腸まで到達させるキャリア的
な役割を担っていることを想像させる. 飲酒習慣単独では Bacteroides の減少や Prevotella の増加が見ら
れたがいずれも統計的な有意差は検出できなかった. 飲酒習慣者でその相対存在比が有意に変化 (減
少)していたのは Bifidobacterium であった. Bifidobacterium は腸管保護効果などを持つことが知られてお
り 12, プロバイオティクスにも利用されている相対存在比の比較的大きい善玉菌のひとつである. この
ようなヒトの恒常性に寄与する重要な腸内細菌の減少は, 腸内細菌叢の正常な機能を欠損させる要因と
なりえる. 今のところ, Bifidobacterium の減少と ECRC などの飲酒関連疾患の関連性は不明であるが, 
この微生物の機能を中心とした発がんプロセスを仮定し追跡することの必要性が本結果より示唆され
た.  
 ヒト健常者の腸内細菌叢はおおむね 3種類のEnterotypeに大別できるという報告があり 6, さらにアジ
ア人では Bifidobacteriumと Prevotella型に区別できるが 7今回の検体を 3つの Enterotypeに分類しその組
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成を調査したところ, 既往の Enterotypeとは異なったものであった (Fig. 3-14). このことから, 少なくと
も地域を反映した菌叢の違いを見ているわけではないといえる.  
 前述したとおり, ア症患者の大腸内菌叢における偏性嫌気性菌の減少は，ア症患者の大腸内において
酸化ストレスが存在する可能性を強く示唆している. 今回, 飲酒習慣者および飲酒と喫煙習慣の相乗効
果により減少していた微生物の全てが偏性嫌気性細菌である. このことにより, 飲酒習慣および飲酒と
喫煙習慣の相乗は腸内に酸化ストレスを与えている可能性を示している. マウスの実験により飲酒は腸
粘膜に活性酸素種を蓄積することがわかっている 13. 加えて喫煙も人体に活性酸素種を発生させること
が報告されている 14. 特に, 飲酒によってたばこに含まれる活性酸素種発生の原因となる物質が大腸ま
で運ばれた結果, 大腸内でより多量の活性酸素種が蓄積し腸内細菌に対して強い酸化ストレスを付与し
ている可能性がある. 一方, Streptococcus 属については, 一部の種がタバコの煙に含まれるタールの耐性
菌であるという報告が存在している 15. これについても, 飲酒によってタールが大腸まで輸送され, タ
ール耐性菌である Streptococcus の存在比が増加したと考えることができる. 今回得られた結果とこれま
での臨床的な知見を総合すると, 喫煙と飲酒習慣の相乗効果による腸内細菌への強い酸化ストレスを原
因とした偏性嫌気性菌の減少がもたらす大腸発がんというプロセスが矛盾なく説明できる. しかしなが
らその詳細な分子機構は推論の域を出ない. 本章の結論は，飲酒習慣に感受性の高い微生物として
Bifidobacterium 属細菌が見いだされたこと, 飲酒が腸内細菌へ酸化ストレスを与えている可能性が強く
示唆されたことの二点に集約される.  
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第 4 章 Bifidobacterium 属の酸化ストレス応答調査 
4.1 背景 
 第 3 章の結果から, 習慣的飲酒によって大腸内菌叢の中で Bifidobacterium が減少することが明らかに
なり，Bifidobacterium を飲酒習慣感受性微生物と位置づけることができた．また, 習慣的飲酒による腸
内細菌叢への影響として酸化ストレスの存在が示唆された. 第 2 章において明らかにしたように，酸化
ストレス付与によって PAAs の AcH 蓄積能が増大することを考慮すると，酸化ストレスは腸内の菌叢構
造を変化させるだけではなく, 個々の腸内細菌の代謝能をも変化させている可能性が考えられる. しか
しながら, 飲酒によってヒト側に酸化ストレスが加わるという知見はあるものの 1,2，酸化ストレスを負
荷させた際の腸内細菌の代謝変動を調査した研究は少ない．分離株を用いた AcH 代謝実験の結果から，
Bifidobacterium は GHPA には分類されなかったものの，その分離株の 2 割以上が PAAs であることがわ
かった．Bifidobacterium はアジア人の腸内菌叢における最優占種 3 であり，本研究でその 2 割が PAAs
であることが明らかになったことから (第 2 章)，Bifidobacterium の AcH 代謝は大腸内 AcH 代謝に対し
て大きく寄与することが予想される. Bifidobacteriumは産業的にも広く利用される菌種であり, この微生
物の酸化ストレス耐性や代謝に関する知見は産業的にも意義深い. 
 
4.2 目的と戦略 
そこで本章では，習慣的飲酒 (＝大腸内への酸化ストレス付与)が腸内細菌の代謝能にどのような影響
を与えるのかを調査するために, 飲酒習慣感受性微生物として見いだされた Bifidobacterium を対象とし
て，同微生物の代謝への酸化ストレスの影響を調べることにした．本研究で注目すべき Bifidobacterium
の代謝として，AcH 蓄積のほかに短鎖脂肪酸 (酢酸, 酪酸, プロピオン酸等)の代謝を取り上げた．短鎖
脂肪酸はヒトの大腸の機能や恒常性の維持に非常に重要な物質群であり，腸内細菌が生産する短鎖脂肪
酸がヒトに対してさまざまな生体維持機能をもたらすことが報告されている 4–6. 中でも Bifidobacterium
は，その糖質資化能力に基づいて高濃度の酢酸を生産することが可能であり, この機能が腸管出血性大
腸菌から宿主を防御する腸管保護効果をもたらすことが知られている 7．また，本研究において取り扱
う微生物株については，私は商業的に入手可能な保存株ではなく，本研究で得られたア症患者からの臨
床分離株を扱うこととした. その理由は，本研究の実験系においては，ア症患者からの臨床分離株の方
が商業的保存株よりもより明確な応答を示すことが期待されるからである  
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4.3 実験素材及び手法 
4.3.1 ア症患者由来 Bifidobacteriumの培養条件 
 ア症患者から単離した Bifidobacterium を改変 TOS 培地を用いて培養した．同培地の組成は以下のとお
りである. 1l あたり 10 g casein peptone (ナカライ), 4.0 g yeast extract (ナカライ), 2.0 g beef extract (ナカラ
イ), 3.0 g potassium dihydrogenphosphate, 4.8 g dipotassium hydrogenphosphate, 3.0 g ammonium sulfate, 0.2 g 
magnesium sulfate heptahydrate, 15 g sodium propionate, 10 g Galactooligosaccharides, 1.0 g L-cysteine 
hydrochloride monohydrate. 改変TOS培地はBifidobacteriumに対して高い選択性を持つ培地でありコンタ
ミネーションの危険性を大きく低減させることができる. 
調製した改変 TOS 培地を 50 ml 容のガラスバイアルに分注し (20 ml/バイアル), 室温にて 5 分間窒素
ガスで置換した後ブチルゴム栓で密閉し 115℃で 15 分間，加圧蒸気滅菌した. こうして調製した嫌気培
地に, BL 寒天培地で培養した菌体を集菌後 PBS に懸濁したもの (0.1 ml)をシリンジで接種し 37℃で 1
日間培養した. 得られた培養液を等量の 60％グリセロール水溶液と混合し, それを小分けに分注し，グ
リセロールストックを調製し，–80℃で保存した. 継代による分離株の性質変化を避けるために, 小分け
にしたグリセロールストックは融解させるたびに使い捨てにした. 以降の実験は, このグリセロールス
トックから改変 TOS 嫌気培地にシリンジを用いて植菌し次の実験に用いた.  
 
4.3.2 AcH 代謝能に対する酸化ストレスの影響調査 
Bifidobacterium分離株を改変 TOS培地にて,OD600= 0.8~1.0となるまで培養した後, 嫌気BOX中で等量
の新鮮培地と混合した. 混合物をガラスバイアルに分注し, 過酸化水素と EtOH (ナカライ，特級)を加え
た．培養液混合物 1 ml に EtOH 1 µl を加えると EtOH の終濃度は 21.4 mM となる (EtOH 添加量は全体
の液量に対して極小であるため体積変化は無視できるものとした). 過酸化水素も同様に，添加する過酸
化水素溶液の濃度を過酸化水素の最終濃度に応じて調整し，必要な添加量が 1 µl になるように設定した. 
調製した菌懸濁液は密閉後 37℃で 3 時間インキュベートした. インキュベート後, バイアルを氷上にて
5 分間静置した. 十分に溶液が冷えた後，バイアルを開封し終濃度が 0.6 M となるように過塩素酸を添加
した. 氷上で混合後, ガスクロマトグラフ用のバイアルに溶液を分注し, セプタム栓で密閉した. ヘッ
ドスペースガスクロマトグラフシステム (Varian CP 3800/Tekmar 7000: Varian)にてAcHとEtOH濃度を測
定した. なお分析カラムは VF-WAXms (0.25 mm× 30 m) を用いた． 
 
4.3.3 過酸化水素による生育への影響調査 
 培養菌体に酸化ストレス処理を 4.3.2 と同様に施した．調製後の菌懸濁液を小分けに分注し密閉後
37℃でインキュベートした. 経時的にいずれかの懸濁液を氷上に移し, 0.9 mlの新しい培地に 0.1 mlを植
菌した. 37℃で 5 時間嫌気的に培養しその 600nm における光学濁度を測定した.  
 
4.3.4 酸化ストレスと EtOH が与える発酵能への影響調査 
培養菌体に酸化ストレス処理を 4.3.2 と同様に施し, 37℃で嫌気的にインキュベートした. インキュベ
ート後, 氷上にて 5 分間静置した後, 終濃度 0.6 M となるように過塩素酸を添加した. 氷上で攪拌後, 一
部をAcH および EtOH 測定用にガスクロマトグラフ用ガラスバイアルに分注した. 過塩素酸を添加後の
懸濁液を 15,000 x g で 15 分間遠心後, その上清を有機酸分析用サンプルとした. 分析は HPLC (島津)に
よるポストカラム法を用いた. カラムは Inert sustain C18 (GL サイエンス), 移動相は 3 mM HClO4, ポス
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トカラム反応溶液は 0.1 mM BTB, 30 mM Na2HPO4を用いた. Fig. 4-1 に標品の分析クロマトグラムを示
す.  
Fig. 4-1. HPLC ポストカラム法を用いた有機酸の分析クロマトグラム 
 
4.3.5 過酸化水素の除去能力調査 
4.3.2 と同様に菌体に酸化ストレス処理をした後に 37℃で 3 時間インキュベートした. インキュベー
ト後, 15,000 x g で 5 分遠心しその上清を分析に供した. 過酸化水素の分析のために 100 µl のサンプルと
過酸化水素濃度測定用溶液を混合し室温で 10 分間反応させた. 過酸化水素濃度測定用溶液の組成は，サ
ンプルとの混合後に 10 mM 4-aminoantipyrine, 10 mM 2, 4-dichlorophenol 10 mM PBS, 1 mg/l POD (セイヨ
ウワサビ由来)の濃度となるように設定した．反応後，反応混液の 505 nm の吸光度を測定した．サンプ
ルの代わりに濃度既知の過酸化水素を用いて作成した検量を用いて定量を行った.  
 
4.3.6 酸化ストレス応答代謝経路の探索 
 今回選抜した ID37 は Bifidobacterium longum NCC2705 株に対してリボソーム 16S RNA の配列が類似
していた (類似度 99％). ID37 における酸化ストレス応答時の変動代謝経路を調査するために, GEO デ
ータベースからBifidobacteriumに対して酸化ストレスを加えた時のトランスクリプトームデータを探索
した. その結果, Bifidobacterium longum および Bifidobacterium animalis について，過酸化水素によって酸
化ストレスを与えた際のマイクロアレイデータを取得した (GEO accession; GSE44709, GSE44382). これ
らのデータに対してRを用いてOPLS-DAを行い, 酸化ストレス応答時に変動する遺伝子を選抜した. な
おデータは Auto scaling (実効値の平均を 0, 分散を 1)で標準化した.  次に, 選抜した候補遺伝子を
KEGG の代謝 MAP にマッピングすることで変動している代謝経路を探索した.  
 
4.3.7 total RNA 抽出と Real-time PCR による発現量解析 
 変動していた, 代謝経路の中から有機酸代謝に関わる経路の遺伝子を選抜し Real-time PCR によって
遺伝子発現量を解析した. まず 4.3.2 と同様の手法で菌体にストレス処理を行い, 37℃でインキュベート
した. インキュベート後, すみやかに2倍量のRNAprotect Bacteria Reagent (QIAGEN)を添加し, よく混合
し室温で 5 分間静置した. 静置後, 遠心分離によって菌体ペレットを回収した. 菌体ペレットに対して
15 mg/ml Lysozyme を含む TE buffer を 400 µl 加え，攪拌後．室温で 10 分間静置した. 次に 15,000 x g で
10分間遠心し上清を捨てた. ここに lysis buffer (2% Triton-X100, 1% SDS, 200 mM NaCl, 10 mM TE buffer)
を 400 µl 添加し 98℃で 10 分間インキュベートした.  インキュベート後速やかに氷上に静置し, ここに
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80 µl の 1.5 M 酢酸カリウムを添加してよく攪拌した. 次に酸性フェノールを 400 µl 添加しよく混合し
た後，室温で 3 分間静置した. 15,000 x g で 10 分間遠心分離後, 水相を新しいエッペンに分注した. この
操作を 2 度行った. 得られた水相からイソプロパノール沈殿法によって, 核酸を回収した. この核酸サ
ンプルに対して DNase I (RNase free , Roche)による DNA 除去を行った. 再び酸性フェノールとイソプロ
パノール沈殿法による精製を行い, total RNA を取得した.  
 得られた total RNA から PrimeScript™ RT Master Mix (Takara)を用いて cDNA を合成した. この cDNA
を鋳型に, SYBR™ Select Master Mix (Thermo Fisher )と Eco Real-time PCR system (illumina)を用いて遺伝
子発現量解析を行った. また, 解析用のプライマーは Primer 3 plus を用いて作成した. Table 1 に作成し
たプライマーを示す. 今回の解析では, ΔΔCT 法によって遺伝子発現の変動を評価した. Table 1 に記載し
たプライマーの PCR 効率はすべて 1.9 以上であることを確認している.  
Table 1. Bifidobacterium の発現量解析用プライマー (プライマー名 xxx_rt_fw の内 xxx が遺伝子名) 
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4.4 実験結果 
4.4.1 酸化ストレスによって代謝能が変化する株の選抜 
ア症患者からの Bifidobacterium 分離株について，酸化ストレス (過酸化水素処理)に対する微生物の
AcH 蓄積能のパターンを調べ，対照的なパターン (Fig. 4-2，4-3)を示す 2 株を選抜した.これらはいずれ
も Bifidobacterium longum に最近縁であり，それぞれ ID37 および ID185 と命名した．ID37 は第２章で定
義した E グループに属する株であり, ID185 は B グループに属する株であった. 
Fig. 4-2. ID37 の酸化ストレスによる AcH 代謝能の変化. エラーバーは 3 回実験の標準偏差を示す. 
Fig. 4-3. ID185 の酸化ストレスによる AcH 代謝能の変化. エラーバーは 3 回実験の標準偏差を示す.  
 
過酸化水素濃度を 0 から 5 mM の範囲で変化させることにより, 両株の酸化ストレス応答の閾値を検
索した. 同時に EtOH の存在が AcH 蓄積に影響を与えるか否かも調査した. その結果, ID37 は酸化スト
レス付与によってAcH蓄積能に変化が生じることが分かった. EtOH非存在下では過酸化水素 0.5 mMか
ら, EtOH 存在下では過酸化水素 2 mM から，それぞれ AcH 蓄積能が増加した (Fig. 4-2). これらの実験
において，蓄積 AcH 濃度は AcH の変異誘発最小濃度 (50 µM)を超えた. 一方 ID185 においては，EtOH
の有無に関わらず, 酸化ストレス付与 (過酸化水素添加)による AcH 蓄積能の変化は見られなかった 
(Fig. 4-3)  
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4.4.2 酸化ストレスと EtOH が与える発酵能への影響調査.  
4.4.1 の結果から, ID37 は AcH 蓄積で評価した場合に酸化ストレス応答を示す株であることが分かっ
た. そこで酸化ストレスが，ID37 の AcH 蓄積以外の代謝, 特に有機酸代謝にも影響をおよぼすのかどう
かを調査した.  
Fig. 4-4. ID37 の発酵能に対する酸化ストレスと EtOH の影響.  
エラーバーは 3 回実験における標準偏差を示している. 図内の横軸は酸化ストレス処理後のインキュベ
ート時間を示している. 縦軸の 0 時間における濃度は, 前培養産物に含まれていたものである. Control，
外部添加なし；H2O2 stress，過酸化水素 2 mM 添加；EtOH，EtOH 0.1%添加. 
 
2 mM 過酸化水素の存在下および非存在下で，ID37 の培養液中の有機酸 (酢酸，乳酸)，AcH, EtOH の
蓄積量を経時的に測定した (Fig. 4-4). その結果，2 mM過酸化水素の存在下 (酸化ストレス付与)で，ID37
の有機酸生産が止まることがわかった．一方，EtOH の添加は同株の有機酸生産にほとんど影響を与え
なかった. AcH 代謝に関しては, 60 分までは酸化ストレスを与えた菌体の AcH 蓄積量が多かったが, 10
時間の時点で EtOH を添加した時のものと差はなくなった. 興味深いことに, ID37 は EtOH 非存在下 
(Control)でも AcH を生産し，その蓄積量は EtOH 存在下のものと大差がないことがわかった．このこと
から，既往の報告 8–10とは異なり，ID37 の AcH 蓄積経路には ADH が関わらない可能性が示唆された. ま
た酸化ストレス付与によって EtOH の生成も停止することが分かった. 以上の結果より, 酸化ストレス
は ID37株の有機酸代謝と AcH 代謝能を変化させることが示された. また EtOH は ID37の代謝能に対し
て大きな影響を与えないことが示唆された.  
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4.4.3 酸化ストレス感受性株の過酸化水素除去能力と生育への影響 
過酸化水素による酸化ストレスが, ID37 の発酵能に影響を与えることが分かったが, 偏性嫌気性菌で
ある ID37に対して酸化ストレスはそもそも致死性の高いストレスである. そのため, 培地中における実
際の物質代謝に関わっている細胞数が大幅に減少することで, 有機酸代謝が停止しているように見える
可能性も考慮すべきであると考えられた. 一方, 今回用いている培地には還元剤が含まれていることか
ら，過酸化水素は非酵素的にも分解されうる. そのため本研究で設定した実験系における過酸化水素の
実効濃度と作用時間は不明であった. そこで, 培地中の過酸化水素の実効濃度と，同条件における菌体
の生育への影響を調査することにした (Fig. 4-5, 6).  
Fig. 4-5. ストレス処理 3 時間後の培地中の過酸化水素濃度 
Fig. 4-6. ストレス処理による ID37 の生育への影響.  
横軸はストレス処理から経過した時間を示す. 縦軸はストレス処理をした菌体を新しい培地に植菌し 5
時間後の培地濁度を測定した値を表す. 「1 mM」，「2 mM」は，添加した過酸化水素の終濃度を示す.  
 
過酸化水素濃度が 1 mM の場合は 3 時間後には, 培地中から過酸化水素は検出されなかった. しかし,
生育阻害からの回復は 3 時間後も確認されなかった. 過酸化水素濃度が 2 mM の場合には，3 時間のイ
ンキュベーション後に約 0.8 mM の過酸化水素が培地中に残存していた. この結果から, 2 mM の過酸化
水素添加時には 3 時間経過した後も ID37 に酸化ストレスがかかっていることが想定される. 2 mM の過
酸化水素添加時でも生細胞は存在しているが, 生育阻害は 1 mM の過酸化水素処理からでも起こること
が分かった.  
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4.4.4 酸化ストレスによる変動代謝経路の調査 
4.4.3 の結果より, ID37 に対する 2 mM 過酸化水素処理による酸化ストレス付与は, 過酸化水素添加時
から速やかに発生し 3 時間後まで継続することが分かった. しかし, 細胞が死滅しているわけではなく, 
少なくとも 3時間後までは生細胞が存在していることも分かった. このことから, Fig. 4-4に示した ID37
の代謝応答 (有機酸生産能が停止し, AcH 生産速度が増加する)は酸化ストレス環境下における生細胞の
代謝活動によるものであると考えることができる. そこで, このときの ID37の細胞内における代謝変動
を遺伝子発現量の変動から調査した.  
 
Fig. 4-7. Bifidobacterium longum NCC2705の酸化ストレス応答時のトランスクリプトームデータに対す
る OPLS-DA のスコアプロット. C60: 非ストレス処理, H60: 1.25 mM の過酸化水素処理から 60 分後. プ
ロット名 (○○○＿×××)はそれぞれ, ○○○: 株名, ×××: 実験ライン名を指す.  
 
まず, 酸化ストレスによって発現量が変動する遺伝子を探索するために GEO データベース (Gene 
Expression Omnibus, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)に登録されていたマイクロアレイデータを用いた. 
しかしながら, 多重検定補正を含めた T-test では統計的に有意に変動している遺伝子が見つからなかっ
た. そこで OPLS-DA を行い, Bifidobacterium longum NCC2705 の一般的な酸化ストレス応答遺伝子を調
査した (Fig. 4-7)．横軸は酸化ストレスによる差異を示しており, 縦軸は横軸に無相関である要素の差異
を示している. 縦軸では, 株毎にグループを形成している. よって, 横軸は株間差に相関のない過酸化
水素の有無による変動, すなわちこの株の普遍的な酸化ストレス応答であるといえる. 次に, 横軸の差
異に特に寄与している因子, 酸化ストレス応答遺伝子の中で特に顕著に応答している遺伝子を探索し
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た.  
Fig. 4-8. Biffidobacterium longum NCC2705 内で変動していた代謝経路. 緑線: ゲノムにコードされてい
る遺伝子, 青: 酸化ストレスで減少していた遺伝子, 赤: 酸化ストレスで増加していた遺伝子.  
 
OPLS-DA のローディングスコアからローディングスコアの値が 0.03 以上 (酸化ストレスで増加)お
よび-0.03 以下 (酸化ストレスで減少)している遺伝子を選抜し, KEGG 内の Bifidobacterium longm 
NCC2705 の代謝マップにマッピングした (Fig4-8). ローディングスコアが基準値を満たしていたのは解
析対象 1869 遺伝子のうち 431 個であった. この結果から, 糖代謝, アミノ酸代謝, ピルビンさんからア
セチル CoA 間の代謝と TCA サイクルの代謝変動が予測された.  
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Fig. 4-9. Biffidobacterium animalis 内で変動していた代謝経路. 緑線: ゲノムにコードされている遺伝
子, 青: 酸化ストレスで減少していた遺伝子, 赤: 酸化ストレスで増加していた遺伝子.  
 
次に, Fig. 4-8.で示唆された代謝変動が, Bifidobacterium のほかの種でも確認されるかどうかを調査し
た. Bifidobacterium longum NCC2705と同様にBifidobacterium animalisについてOPLS-DAのローディング
スコアからローディングスコアの値が 0.03 以上 (酸化ストレスで増加)および-0.03 以下 (酸化ストレス
で減少)している遺伝子を選抜し, KEGG の Bifidobacterium animalis bl-04 の代謝マップにマッピングした 
(Fig. 4-9). その結果，同じ過酸化水素処理による酸化ストレス付与でも，種によって異なった応答パタ
ーンを示すことが分かった. 特にセリンとピルビン酸間の代謝経路の応答は正反対のものとなっていた. 
しかしながら, TCA サイクルに関しては両者ともに代謝経路が活性化している可能性が示唆された.   
53 
 
4.4.5 発酵経路に着目した詳細な発現量解析 
公開されているトランスクリプトームデータから ID37 の酸化ストレス応答時の代謝変動を調査した
が, 実際の代謝物変動を説明するようなデータは得られなかった. しかしながら, アセチル CoA から
TCA サイクルを中心とした代謝変動が起きている可能性が示唆された. そこで, Fig. 4-4 に示した代謝変
動の原因を調査するためアセチルCoAを中心として有機酸代謝に関与している代謝経路, すなわち乳酸
発酵経路の遺伝子発現量変化を詳細に調査した. Fig. 4-10 に Bifidobacterium が持つ発酵経路の概略図を
示す 11.  
Fig. 4-10. Bifidobacterium が持ちうる乳酸発酵経路 
これらの遺伝子について, Real-time PCR によって発現量解析を行った. なお, ID37 および ID185 のゲ
ノム配列は決定されていないため，Bifidobacterium longum NCC2705 のゲノム配列からプライマーを設計
し PCR によってその存在を確認した. 以下に, 解析できた遺伝子の結果を示す.  
Fig. 4-11. 各遺伝子の Cq 値 (一部遺伝子). 
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Fig. 4-12. ID37 の発酵系の遺伝子発現応答. Control，外部添加なし；Oxidative stress，過酸化水素 2 mM
添加；Ethanol，EtOH 0.1%添加. 横軸は酸化ストレス処理後のインキュベート時間. 縦軸は各時間におけ
るControlの発現量を 1とした時の各条件における遺伝子の変化量を示している. エラーバーは 3回実験
の標準偏差を示している.  
 
 まず, 発現量解析を行うにあたって house keeping 遺伝子の選抜を行った. その結果, 既知報告の中か
ら 12候補遺伝子を選抜し, 実際に測定した結果 pdxS の測定値が最も安定していた (Fig. 4-11). そこで本
遺伝子を house keeping 遺伝子として発現量解析を行った. その結果, pta, pfl の発現量が酸化ストレスに
よって堅調に増加していた (Fig. 4-12). ldh は 2 つのアイソザイムが存在しており, 両者ともストレス誘
導から 30分後に発現量が有意に減少していた. しかし, 60分後には有意な変化が見られなくなった. adh
に関しては, adh1が最大で3倍程度の増加, adhEが2.5倍程度の発現増加をストレス誘導によって示した. 
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aldh は有意な変動を示さなかった. 一方で, ack はストレス誘導によってその発現量が減少していた. 遺
伝子発現量の結果と代謝測定の結果を代謝マップに当てはめると Fig. 4-13 のようになる. この結果から, 
ピルビン酸やアセチルリン酸がアセチル CoA に変換されることで酢酸や乳酸生産のための基質が消費
するものと予想された. この結果は, 代謝物測定による有機酸蓄積量の減少を一部説明することができ
た. 一方で, どの遺伝子も EtOH の添加では有意な発現変動を示さなかった. 代謝測定を行った際も
EtOHの添加では, 蓄積量に大きな変化は見られなかった. 以上のことから, 0.1%の EtOHでは ID37は大
きな代謝変動を起こさないことが分かった.  
Fig. 4-13. 酸化ストレスによる ID37の遺伝子発現と代謝物の変動. 赤太矢印: 蓄積量増加, 青太矢印: 蓄
積量低下, 赤矢印: 発現量増加, 青矢印: 発現量低下.  
 
 次に, 本実験系において酸化ストレスが Bifidobacterium に付与されていることを以下のようにして確
認した. Fig. 4-14 に Bifidobacterium の抗酸化ストレス遺伝子と機能を示す.  
Fig. 4-14. Bifidobacterium の抗酸化ストレス遺伝子 
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 これらの遺伝子について, 前述のトランスクリプトームデータを用いてその遺伝子発現変動を調査し
た. その結果, 酸化ストレス付与により ahpCと trRの発現量がBifidobacterium animalisとBifidobacterium 
longum 両者で増加することが分かった.  この遺伝子のうち, ahpC は過酸化水素の除去能力をもつ酸化
ストレス応答遺伝子であることが様々な生物で知られている 13,14. そこで, この抗酸化遺伝子群を酸化
ストレス応答の確認対象とした.  
 
Fig. 4-15. ID37 の抗酸化遺伝子の発現応答. Control: 外部添加なし Oxidative stress: 過酸化水素 2 mM 添
加, Ethanol: EtOH 0.1%添加. 横軸は酸化ストレス処理後のインキュベート時間. 縦軸は各時間における
Controlの発現量を 1とした時の各条件における遺伝子の変化量を示している. エラーバーは 3回実験の
標準偏差を示している 
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 既知報告の抗酸化遺伝子群の発現量解析から, DNA-binding ferritin-like protein (dps)と nox が酸化スト
レスによって顕著な発現増加示していた. DPS はプロテオーム解析によって酸化ストレス応答時に発現
量が増加することが報告されている 15. しかし, ahpC および trx, trRに関しては大きな発現変動は観察さ
れなかった. 一方で 2 種類ずつ存在するアイソザムのうち, trR と trx, trRB と trxA の発現パターンがそれ
ぞれ類似していた. 以上の結果から, 予想されていた遺伝子の発現変動は観察できなかったものの, dps
や nox といったほかの抗酸化遺伝子が発現上昇していたことから本実験系では確かに ID37 に酸化スト
レスがかかっていると結論した.  
 
次に, 酸化ストレスによる AcH 代謝能の変化がなかった ID185について同様の実験を行った. 今回見
られた代謝経路の変動の一般性を確認するとともに, なぜ ID185のAcH蓄積能が酸化ストレスによって
増加しなかったのかを調査した.  
Fig. 4-16. ID185 の遺伝子発現応答. Control: 外部添加なし Oxidative stress: 過酸化水素 2 mM 添加, 
Ethanol: EtOH 0.1%添加. 横軸は酸化ストレス処理後のインキュベート時間. 縦軸は各時間における
Controlの発現量を 1とした時の各条件における遺伝子の変化量を示している. エラーバーは 2回実験の
標準偏差を示している 
 
この結果, nox, pfl, pta の発現挙動が ID37 と類似していた. よって, この 3 遺伝子が酸化ストレスによ
って発現が上昇することは, 株によらず一般的な現象である可能性が示唆された. EtOH からではなく, 
アセチルCoAからAcHを生産するこのできる adhEに関して調査したところ, ID37との代謝応答の差を
議論できるような明確な結果は得られなかった. trR と ahpC に関しては, ID37 よりも発現量が増加して
いた.  
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4.5 考察 
本章では, 習慣的飲酒が腸内細菌の代謝能に与える影響を調査するために, 飲酒習慣感受性微生物で
あった Bifidobacterium を対象にして EtOH と酸化ストレスによる AcH 代謝と乳酸, 酢酸の代謝への影響
を調査した. まず, ア症患者の腸内細菌分離株のなかから本研究の対象となる Bifidobacterium 株を選抜
した.  このうち ID37は第２章で定義したEグループに属する株であり, ID185はBグループに属する株
であった. 本研究において，過去の類似研究 16 とは異なり参照株を使用しなかった理由は, 飲酒による
代謝応答を調査する上で習慣的飲酒者より単離した微生物のほうが, より習慣的飲酒に適応した代謝応
答を示すはずであると考えたからである . まず私は , 前述した PAAs のように，選抜された
Bifidobacterium株も酸化ストレス付与によってAcH蓄積能が変化するかどうかを 0.1%EtOHの存在下及
び非存在下で調べた. この 0.1%という EtOH 濃度は，一般的な飲酒時における血中の EtOH 濃度に相当
し, 飲酒後の大腸内の EtOH 濃度もこれに等しいと考えられている 17,18. 実験の結果, ID37 は過酸化水素
の添加によってその AcH 蓄積能が増大し，その閾値は 1 から 2 mM の間にあると推測された (Fig. 4-2). 
一方, AcH 蓄積能の変化で評価するかぎり ID185 は酸化ストレス応答を示さなかった (Fig. 4-3). また
0.1%EtOHの存在下・非存在下でこの微生物のAcH蓄積能に差異は見られなかった. ID37に関しても, 過
酸化水素を 5 mM添加した時を除いて 0.1％EtOHの存在によるAcHの顕著な増加は見られなかった. こ
れまでの実験を顧みると，添加した EtOH の濃度が 22 mM 近いことに対して生産される AcH の濃度は
数百 µM である. このことから, 腸内細菌における AcH 生産には細胞外の EtOH の存在は特に影響がな
いと考えられた. 例として, 酵母などはピルビン酸からデカルボキシラーゼによって炭酸ガスとともに
AcH が生産される. また Fig. 4-10 に示した通り, AcH 生産関わる代謝経路は原核生物の中にも複数存在
しうる. このことは, 飲酒後の微生物による AcH の蓄積に関しては，その前駆体として EtOH を介さな
い AcH 生成経路の存在を示唆している.  
ID37 を酸化ストレスによる代謝変動株として, 有機酸代謝に対する酸化ストレスの影響を調査した. 
Bifidobacterium は主にヘテロ乳酸発酵経路によって乳酸と酢酸を生産する 11. 乳酸は特定の腸内細菌に
エネルギー源として利用され酪酸に変換されることが報告されている 19,20. また, 酢酸は毒素の腸管壁
浸潤阻害機能を持つことが分かっている 7. 酸化ストレスの付与は ID37 の有機酸生成能を完全に停止さ
せた (Fig. 4-4). この時, ストレス処理直後から生細胞の数は減少しているものの, 少なくとも 3 時間後
までは生細胞は残存していた (Fig. 4-6). また, AcH 代謝はむしろ活性化していることからこの現象が細
胞の死滅によるものではないことは明らかである. 予備実験では, 1 mMの過酸化水素でも有機酸生成能
が減少するという結果が得られている. なお, Bifidobacteriumの様々な参照株を対象とした過酸化水素に
よる生育阻害への影響を調査した過去の報告では, 1.25 mM 以上の濃度の過酸化水素で明確な生育阻害
が観察されている 21. よって, 本実験系で定めた, 過酸化水素濃度は酸化ストレスの閾値として妥当で
あると考えられた. 以上の結果から, 酸化ストレスの付与は Bifidobacterium 代謝パターンを変化させる
ことが分かった. この変化によって，短鎖脂肪酸などヒトに対して有益な効果を持つ物質の生成能が減
少し，発がん性のある AcH の蓄積能が高まっている可能性が示唆された. これが実際の腸内において飲
酒後に起こっている場合, 発がんのなどの疾患の原因となることは想像に難くない. そして, この場合
においても EtOH の存在は直接腸内細菌に影響を及ぼすものではないことが示唆された.  
酸化ストレスを付与したときの ,Bifidobacterium 細胞内における代謝経路の変動を調査した . 
Bifidobacterium は産業的に利用価値が高く, その酸化ストレス応答に関する研究自体は多岐にわたる. 
例えば, 胆汁酸に由来する酸化ストレス応答に関する知見 22や過酸化水素による生育阻害 21及び網羅的
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な発現挙動 15,21,23 などが報告されている. これらのオミクス解析データを利用して有機酸代謝などに関
わる代謝経路の変動を調査したが, 明確な結果は得られなかった (Fig. 4-8, 9). しかし, アセチルCoAを
中心とした代謝経路に変化がある可能性が浮上したため, 次にアセチルCoAを中心とした有機酸代謝経
路関連遺伝子の発現挙動を Real-time PCR によって調査した. その結果, 酢酸や乳酸の基質がアセチル
CoA の生産経路に流れている可能性が示唆された. これによって，酸化ストレス付与によって微生物の
乳酸や酢酸の蓄積量が低下した原因を一部説明することができた. しかし, ack や ldh などのような乳酸
や酢酸の生産に直接かかわる遺伝子の発現量は大幅な減少を示してはいなかった. そのため, 基質の別
経路への流出以外にも何らかの有機酸代謝に関わる要因の変動があることが考えられる . 一方で, 
Bifidobacteriumを含む多くの嫌気性菌は adhEというバイファンクショナル酵素を保有している. この酵
素はアセチル CoAからAcH を生産する. つまり, アセチル CoAの増加が酸化ストレスによるAcH 蓄積
量の増加につながっている可能性が考えられる. しかし, この場合は酸化ストレスによって EtOH も増
加しなくてはいけない. 今回は, そのような傾向は見られなかった. SHMT のアルドラーゼ活性による
AcH 生産の可能性も考え, Bifidobacterium にスレオニンを添加し同様の代謝実験を行ったが AcH の増加
は見られなかった (Fig. 4-17). そのため, 依然としてAcH生産経路に関しては不明な点が多く存在する.  
 
Fig. 4-17. ID37 のアルドラーゼ活性の確認. エラーバーは 3 回実験の標準偏差を示す.  
 
 酸化ストレス付与における Bifidobacterium の抗酸化遺伝子群の発現量を調査した結果, 酸化ストレス
付与によって H2O2除去に直接関わる遺伝子の発現量には大きな変化はなく, nox や dps といった別の抗
酸化遺伝子の発現量が増加していた. NOX は酸素を除去する酵素であり, DPS は鉄イオンをキレートし
フェントン反応によるヒドロキシラジカルの生産を阻害する働きがあることが報告されている 24. 今回
の結果は, 既往のオミクスデータと一部合致しない点があった. 私は当初，H2O2 除去に直接関与するチ
オレドキン系 (ahpC, trx, trR)の発現上昇を予想したが, 顕著な発現増加は見られなかった. これに対し
て, ahpC を Bifidobacterium 内で過剰発現させても, 菌体の酸素耐性に顕著な増加が見られないという報
告がある. その報告では, 細胞内の過酸化水素濃度は優位に減少するが, 過酸化水素や活性酸素種発生
剤 (メナジオン)に対する耐性に影響はなかった 25. このことからチオレドキン系は過酸化水素による酸
化ストレス応答には重要ではない可能性がある.  
一方, ID37 で確認された遺伝子発現挙動の内 pfl, nox, pta の応答は ID185 でも確認された. このことか
ら, 酸化ストレスによるアセチル CoA を中心としたヘテロ乳酸発酵系の代謝変動は Bifidobacterium 
longum に共通の現象であることが示唆された. このような, 株や種によらない一般性の高い酸化ストレ
ス応答遺伝子は, 環境中微生物の酸化ストレスの状態を評価するバイオマーカーへの応用が期待され
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る.  
 本章の結果から, 酸化ストレスによる Bifidobacterium のヘテロ発酵経路および生育への影響が明らか
になった. しかしながら, 実際に飲酒によって腸内細菌叢に酸化ストレスが加わるかどうかは明確な証
拠が存在しない. 飲酒関連疾患の原因を明らかにするためには, 今回の結果に加えて飲酒による腸内細
菌に対する酸化ストレスを実証することが必要であると考える. 
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第 5 章マーカー遺伝子を用いた飲酒による腸内細菌への酸化ストレス負荷の検証 
5.1 背景 
これまでの結果により, 習慣的飲酒によって腸内細菌に酸化ストレスがかかっている可能性が示唆さ
れた. また, 酸化ストレスに伴う飲酒習慣感受性微生物の代謝変動も明らかになった. 腸内細菌に対す
る酸化ストレスは腸内細菌叢と微生物そのものの代謝能を変化させることで dysbiosisを惹起し, 疾患を
誘発している可能性が考えられる. しかし, 飲酒後の腸内微生物が酸化ストレス応答をしていることを
示す明確な証拠はない. 加えて, どの程度の飲酒量, 飲酒期間から腸内細菌に対して影響が引き起こさ
れるのかも不明である.  
近年のオミクス解析の普及によって腸内細菌研究は大きく進展したが, メタゲノム解析や代謝物解析
のみで腸内細菌叢の機能や変化の原因を推定するには限界がある. 代謝物解析は腸内細菌の代謝物由来
の機能を推定するには有効な手法であるが, それのみでは腸内細菌の機能の詳細 (バイオフィルムの形
成や宿主との相互作用など)は分からない. 一方で, メタゲノム解析の結果のみでは同種微生物の株間の
代謝能の違いや類似遺伝子の活性の違いやストレス応答にともなう代謝変動が識別できない. 代謝物に
変化があったとしても, 遺伝子構成の変化だけでは説明ができない現象が多く存在する. 以上から, こ
れまでの手法では飲酒後の腸内細菌に酸化ストレスがかかっていることを明らかにすることは非常に
困難であるといえる. 
5.2 目的と戦略 
 酒習慣感受性微生物として見いだした Bifidobacterium には，酸化ストレスによる明確な生育阻害，酸
化ストレス応答遺伝子のひとつ nox の発現上昇, ヘテロ乳酸発酵経路を構成する一部の酵素の遺伝子発
現と代謝物の変動が起きていた. つまり, これらの現象がマイクロバイオーム中に検出できれば, 飲酒
習慣に基づく酸化ストレスが腸内菌叢にかかっていることを示す証拠となる. 飲酒習慣感受性微生物の
生育阻害に関しては, 腸内菌叢における相対存在比の変化によって検出可能である. 一方で, 代謝経路
の変動などは遺伝子やタンパク発現レベルを調査する必要がある. そこで私は, これまで確認された遺
伝子の発現変動を酸化ストレスマーカーとして活用することを考え, 飲酒習慣以外の背景因子を可能な
限り統一するためにマウスを用いたモデル実験系を考案した. 酸化ストレスが腸内細菌叢を変化させる
原因であると仮定すると, 酸化ストレスは菌叢が変化する直前から観察されるはずである. そこで本章
では, マウスに慢性的に EtOH を投与して腸内細菌叢とマーカー遺伝子の発現挙動を経時的に追跡し, 
習慣的飲酒によって腸内細菌に酸化ストレスがかかるかを検証することを試みた.  
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5.3 実験素材および手法 
5.3.1 マウスを用いたモデル実験系 
マウスの飼育，EtOH 投与，解剖は，神戸学院大学栄養学部の大平英夫准教授の協力のもと，すでに
確立された手法 1に従って行った. 日本 SLC より SPF レベルの雄マウス (C57BL/6N)の 5~6 週齢を購入
し, 2 週間の適応期間を設けた.１ゲージあたり 1 匹マウスを 23-24℃で 12 時間ごとの明暗周期にて飼育
した. 餌 は AIN93 (M) rodent chow (SLC)を ad libitum で与えた. コントロール群のマウス (Control)には
FG5202Kシリコンニードルを用いて毎日１回1 mlの水を経口投与した. EtOH投与群は同様の手法で, 毎
日１回 1 ml の 1.5% (vol/vol) EtOHを経口投与する群 (EtOH 1.5%群；0.5~0.6 g/kg/day)と毎日１回 1 ml の
5.0% (vol/vol) EtOH を投与する群 (EtOH 5.0%群；1.7~2.0 g/kg/day)を設けた. これらのマウスを各群 8 匹
ずつ 10 週間にわたり飼育した．飼育マウスの体重測定および摘便による糞便の回収を毎週定期的に行
った. 摘便後, 核酸分析用の便サンプルは速やかに RNAprotect Bacteria Reagent (QIAGEN)に混合し, 
-80℃で保存した. 有機酸分析用の糞便は速やかに-80℃で冷凍保存した.  
 
5.3.2 マウスの解剖と生化学分析 (神戸学院大学委託実験) 
10 週間の投与実験を終えた各群のマウス (18 週齢)は解剖後, 肝重量を測定後，肝臓の状態を観察し
た．摘出された臓器は-80℃で冷凍保存した．血中の Alanine aminotransferase (ALT)活性 , aspartate 
aminotransferase (AST) 活性, triglyceride (TG)レベルは L type Wako laboratory test reagents (ワコー)を用い
て測定した. マウス組織の固定化および各種の組織化学染色 (ヘマトキシリン-エオシン (HE) 染色，ト
ルイジンブルー染色，Foxp3 免疫染色，8OHdG 染色)は，協同病理 (株)に委託された.  
 
5.3.3 糞便中の有機酸測定 
保存中の有機酸分析用糞便サンプルから可溶性物質を抽出した. 糞便 0.1 g あたり 390 µl の抽出溶液 
(200 µl メタノール, 100 µl クロロホルム, 80 µl 超純水, 10 µl p-ヒドロキシ安息香酸メチル (内部標準；
濃度は任意で検量線作成時に使用した量に統一))を添加した. 糞便をペッスルで均一化した後, 1,500 
rpm, 30℃にて 30分間振盪した. 10,000 x g にて 10分間遠心後, 水相を回収した. 水相 100 µlに対して 25 
µl のクロロホルムと 25 µl の超純水を添加しよく攪拌した. 15,000 x g にて 10分間遠心後, 水相を回収し
3倍量のアセトニトリルを添加しよく攪拌した. 15,000 x gにて 10分間遠心後, 上清を LC-MS (島津)によ
る分析に供した. 分析カラムには VG-502D (昭光サイエンス)を使用し, SIM-negative モードにて分析し
た.  
 
5.3.4 マウス糞便の菌叢構造解析 
核酸分析用の糞便からゲノムDNAを抽出した.  抽出方法は 3.3.3を改変したものである. 凍結保存さ
れた糞便サンプルを解凍後, 8,000 x g にて 10 分遠心した. 上清を取り除いた後, 15 mg/ml の Lysozyme を
含む 10 mM TE-buffer (pH 7.0)を 200 µl 添加した. 37℃で 1 時間反応させた後,  4000 units/ml の
achromopeptidase 200 µl を加え 37℃で 30 分間反応させた. その後, 2 mg/ml proteinase K, 2% SDS 溶液を
400 µl 加え 55℃で 1 時間反応させた. その後の作業は 3.3.3 と同様に行った. 菌叢解析は 3.3.4 に述べた
通りに行った.  
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5.3.5 マウス糞便の発現量解析 
核酸分析用の糞便から total RNA を抽出した. 保存してある糞便サンプルを解凍後, 8,000 x g にて 10
分間遠心した. 上清を取り除いた後, 氷冷 PBSを加え再懸濁した. その後, マルチビーズショッカー用 2 
mlチューブ (安井器械)に懸濁液を移し, 遠心して上清を取り除いた. 液体窒素で速やかに凍結させた後, 
メタルコーン (安井器械)を加えさらに液体窒素に浸漬することにより 5分間以上凍結させた. マルチビ
ーズビーズショッカーにて 2700 rpm, 20 秒間破砕し再び液体窒素浸漬することにより 3 分間凍結した. 
この作業を 3 回行った. 破砕後, 速やかに Trizol reagent (Thermo Fisher Scientific)を 1 ml 添加し 2700 rpm
で 30 秒間攪拌した. その後, Trizol reagent のプロトコールに従って total NRA を回収した. Total RNA は
DNase Ⅰ (RNase free, Roche)にてゲノム DNA を除去した後, 酸性フェノール/クロロホルム抽出によって
精製, EtOH 沈殿にて回収した. 以降の real-time PCR による発現量解析は 4.3.7 と同様に行った.  
 
5.3.6 Lactobacillus の酸化ストレス応答調査 
LactobacillusはMRS培地を用いて嫌気的に培養した. 使用した培地以外の各種実験手法は 4章と同様
である.  
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5.4 実験結果 
5.4.1 マウスに対する慢性的 EtOH 投与の影響 
Fig. 5-1. 慢性的 EtOH 投与のマウスの生育への影響. 横軸はマウスの年齢を示す. 6 週齢のマウスを購入
し 2 週間の適応期間後に実験を開始した. 10 週間実験を行い, 18 週齢時に解剖を行った.  
 
 慢性的 EtOH 投与のマウスの生育への影響を調査するため, マウスの体重を経時的に測定した (Fig. 
5-1). EtOH 投与開始後 3週目にて EtOH 5.0%群のマウスが 1匹死亡した. 実験開始時に Control 群の平均
体重は飲酒群の平均体重より約 1.8 g 軽かった. しかし, 慢性的EtOH投与終了時にはマウスの体重に有
意な差は見られなかった. 飼育中の所見では, 実験開始 5 週後から, EtOH 投与群の動きが鈍くなったと
いう傾向が見られた. 次に, 臓器に対する影響を調査した.  
Fig. 5-2. 実験 10 週間後のマウス肝臓の解剖所見 
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Fig. 5-3. 実験開始 10 週間後のマウスの肝重量の体重に対する割合 (Hepatic index). **: p-value 
(t-test)<0.01. エラーバーは各群内の標準偏差 
 
 投与開始 10 週間後のマウスを解剖し, 慢性的 EtOH 投与が肝臓に与える影響を調査した. その結果, 
慢性的 EtOH 投与群で脂肪肝が観察され (Fig. 5-2 で白化している部位), 肝肥大の所見も得られた. この
時のマウス体重に対する肝重量の割合 (Hepatic index)を測定した (Fig. 5-3). その結果, EtOH 5.0%群で
マウスの Hepatic index がコントロール群と比べて有意に増加していた. 以上の結果から,  毎日 1.7~2.0 
g/kg の EtOH を経口投与することでマウスの肝臓は脂肪肝と肝肥大を引き起こすことが分かった.  
Fig. 5-4. 血漿中の AST, ALT, TG の評価. *: p-value<0.05, **: p-value<0.01, ***: p-value<0.001. エラーバー
は各群内の標準偏差 
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 慢性的EtOH投与による肝障害を評価するために, EtOH投与開始10週間後のマウス血漿中ASTとALT, 
TG を測定した (Fig. 5-4). EtOH 投与群は Control 群に対して AST と ALT の有意な増加が見られたが，
TG の増加は見られなかった. AST は肝臓や心筋, 骨格筋, 赤血球などに, また ALT は肝臓に主に分布し
ている. これらの組織が障害を受けると血中にこれらの酵素が漏出する. ALT 単独もしくは AST と ALT
の増加は肝障害の可能性が示唆される. しかし, アルコール性肝炎の場合には AST が有意に高くなる 2. 
今回の結果から, 本実験系のマウスは慢性的EtOH投与によって, 肥満症や低栄養, アルコール性肝炎な
どの可能性は低いものの肝障害を受けていると結論した.  
Fig. 5-5. マウス結腸の HE 染色. 核が紫色, 細胞質や赤血球, 粘液などの細胞外タンパク質が桃色 
 
実験開始 10 週間後のマウス結腸組織をヘマトキシリン-エオシン (HE)で染色した (Fig. 5-5). 全体的
に, 核の減少などは見られなかった. 組織ががん化すると細胞増殖が活発化するため核の割合が増える. 
一方で, 慢性的 EtOH 投与群で，細胞外物質 (結腸組織の場合，細胞外粘液など)の減少が確認された.  
Fig. 5-6. マウス結腸のトルイジンブルー染色. 酸性粘液多糖類の存在で青から赤紫色に変色する 
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  実験開始 10 週間後のマウス結腸をトルイジンブルーで染色した  (Fig. 5-6). トルイジンブルーは，
結合組織 (ヒアルロン酸, コンドロイチン硫酸 B), 肥満細胞 (ヘパリン), 上皮内粘液等に存在する酸性
粘液多糖を染色する. 得られた染色像から, EtOH 慢性投与群において粘液多糖の減少が確認された. HE
染色とトルイジンブルー染色から慢性的 EtOH 投与によってマウス結腸の粘液が減少していることが示
唆された. 粘膜を被覆する粘液層や腸管上皮細胞を覆う糖タンパク質は, 腸内細菌が直接腸管細胞に接
触するのを防ぐ物理的防御機構として機能している. このような腸管粘膜バリアの破綻が炎症性腸疾患
の原因であることが考えられている 3,4.  
 
 
Fig. 5-7. マウス結腸の Foxp3 免疫染色. Foxp3 発現細胞は茶色で染色される.  
 
 序論で述べた通り, 過剰な免疫応答による炎症を防ぐ機構として制御性 T 細胞 (Treg)が存在する. 正
常な腸内ではTh17などの障害性細胞とTregがバランスよく存在している. しかし, 慢性的EtOH投与に
よって腸管粘膜バリアの破綻が示唆されたことにより, 過剰な腸内細菌に対する免疫応答などが考えら
れた. そこで, 樹状細胞の Treg への分化に必要な Foxp3 の発現量を調査した. その結果, マウス結腸に
おいてFoxp3の減少が観察された. このことから, 慢性的EtOH投与によって粘膜の減少に加えて免疫応
答に由来する炎症が引き起こされている可能性が示唆された.  
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Fig. 5-8. マウス結腸の 8OHdG 染色. 活性酸素種による核酸の損傷を検出する. 
8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8OHdG)は核酸を構成するグアノシンの 8-ヒドロキシ化物であり, 本染色
によって茶色に染色される.  
 
既往の報告で，40％のアルコールの投与によって, 腸粘膜に活性酸素種が蓄積することが示されてい
る 5. 今回は一過的な多量飲酒ではなく, 習慣的飲酒による影響を調査している. そこで, 低濃度の
EtOH の慢性投与によっても腸粘膜が酸化ストレス損傷を受けるのかを調査した (Fig. 5-8). その結果, 
0.6 g/kg の EtOH の慢性投与から 8OHdG が有意に増加していることが観察されことから, 本実験系にお
いてマウス結腸は酸化ストレス損傷を受けていることが確認された.  
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5.4.2 糞便中の代謝物分析 
 慢性的EtOH投与によって, マウス結腸は種々の障害を受けていた. このことと関連して, 腸内細菌が
生成した酢酸が腸管保護効果を持つという知見 6や腸内細菌が生成した酪酸が Foxp3 のエピジェネティ
ック制御機能を担うという報告 7,8があることから,マウス結腸で見られた種々の組織化学的異常所見 
(細胞外粘液の減少，Fox3p 発現減少，粘膜の酸化ストレスマーカー8OHdG の増加)は，便中の短鎖脂肪
酸 (酢酸，プロピオン酸，酪酸，乳酸)の減少と関連する可能性が考えられた. そこで, マウス糞便の短
鎖脂肪酸とグルコース量を経時的に測定し，その可能性を検討した (Fig. 5-9~13).  
Fig. 5-9. 糞便中の酢酸含量. 赤 BOX: Control, 緑 BOX: EtOH 1.5%群, 青 BOX: EtOH 5.0%群. 横軸は実験
開始からの経過期間. 縦軸はマウス糞便 1 g (新鮮重量)あたりの抽出量.  
 
Fig. 5-10. 糞便中のグルコース含量. 赤 BOX: Control, 緑 BOX: EtOH 1.5%群, 青 BOX: EtOH 5.0%群. 横
軸は実験開始からの経過期間. 縦軸はマウス糞便 1 g (新鮮重量)あたりの抽出量.  
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Fig. 5-11. 糞便中の酪酸含量. 赤 BOX: Control, 緑 BOX: EtOH 1.5%群, 青 BOX: EtOH 5.0%群. 横軸は実
験開始からの経過期間. 縦軸はマウス糞便 1 g (新鮮重量)あたりの抽出量. 
 
Fig. 5-12. 糞便中の乳酸含量. 赤 BOX: Control, 緑 BOX: EtOH 1.5%群, 青 BOX: EtOH 5.0%. 横軸は実験
開始からの経過期間. 縦軸はマウス糞便 1 g (新鮮重量)あたりの物質量.  
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Fig. 5-13. 糞便中のプロピオン含量. 赤 BOX: Control, 緑 BOX: EtOH 1.5%群, 青 BOX: EtOH 5.0%群. 横
軸は実験開始からの経過期間. 縦軸はマウス糞便 1 g (新鮮重量)あたりの抽出量. 
 
 
測定した便中代謝物の中では酢酸が最も多量に検出された (最大で 15000 ng/g) (Fig. 5-9). また, EtOH 
1.5%群の便の酢酸含有量が 2 週目と 3 週目において顕著な増加を示した. また EtOH 5.0%群の便の酢酸
含有量も 2 週目と 3 週目においてコントロール群と比較して増加傾向にあった. その後は, 各群で大き
な差はなく実験終了の 10 週目までほぼ横ばいで推移した.  
便のグルコース含有量については，酢酸の場合と同じように，EtOH 1.5%群において EtOH 慢性投与
開始後 2 週目と 3 週目で顕著に増加し，最大で 3500 ng/g となった (Fig. 5-10). 今回の実験に用いた飼料
にグルコースは含まれていないため, 検出されたグルコースは腸内細菌やマウス自体の代謝によって多
糖類から生産されたものであると考えられた. また, 10 週目においてすべての群で便のグルコース含有
量が増加していた. 特に, Control と EtOH 5.0%群ではこの週の便のグルコース含有量が最も多かった. 
また, すべての群で便のグルコース含有量は周期的に増減を繰り返していることが観察された.  
酪酸については，グルコースの量に匹敵するレベルが糞便中から検出された (Fig. 5-11). しかし, 酢酸
やグルコースの場合とは異なり，EtOH 慢性投与開始後 2 週目と 3 週目における含有量の大幅な増加は
見られなかった. 一方で, グルコースと同じように 10週目において全群で酪酸の含有量が増加していた. 
全体を通して, EtOH 慢性投与群の便の酪酸含有量が非投与群のものと比較して顕著に少ないという結
果にはならなかった.  
プロピオン酸と乳酸は他の物質と比較して糞便中の含有量が少なかった. しかしながら, それらの含
有量の変動の挙動は，酢酸のものとほぼ同一のものだった.  
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今回，慢性的 EtOH 投与においてマウス便中短鎖脂肪酸含有量の顕著な減少は観察されず，慢性的
EtOH 投与において観察されたマウス結腸の組織化学的異常所見を便中短鎖脂肪酸含有量の変化で説明
することはできなかった．コントロール群と EtOH 投与群を比較して顕著な差が表れたのは 2 週目と 3
週目のみであった. しかし, このような挙動の理由は不明である. 同じ週のサンプルはコントロール群
も EtOH 投与群も同じ日にまとめて抽出作業と測定を行った. そのため, 日による分析誤差が発生した
場合はすべての検体が同じような挙動を示すはずである. その意味では 10 週目の測定結果が軒並み高
い値になっているのは, それが原因である可能性も否定できない.  
Fig. 5-14. 代謝物プロファイルによるマウスのクラスター分け. 
 
次に, 今回の代謝物測定結果が EtOH の慢性投与量に応じているかを調査するために, 得られた検体
毎の代謝プロファイルから階層的クラスタリングによって各検体を分類した. その結果, 糞便の代謝物
プロファイルに基づいて，マウスは EtOH 慢性投与量ごと (コントロール群，EtOH 1.5%群，EtOH 5.0%
群)にほぼ分類されることがわかった (Fig. 5-14). ただし, EtOH 投与量が多い EtOH 5.0%よりも EtOH 
1.5%群のほうがコントロール群と異なった代謝パターンであることが示唆された. この結果から, 習慣
的飲酒は腸内における短鎖脂肪酸の蓄積量に影響を与えるが, マウス結腸の組織化学的異常所見の要因
となるには至っていない結論した. 
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5.4.3 Bifidobacteriumの遺伝子を標的とした酸化ストレス検出 
 次に, 第 4 章で同定した Bifidobacterium の nox やヘテロ乳酸発酵経路などの酸化ストレス応答遺伝子
をマウス糞便中から検出することを試みた. 分析に供する糞便サンプルはコントロール群と飲酒群で明
確な代謝パターンに差があった 3 週目の物を用いた.  
Fig. 5-15. マウス糞便由来 cDNA を鋳型とした Bifidobacterium 用プライマーの PCR 増幅確認電気泳動 
 
 まず, マウス糞便から抽出した cDNA を鋳型としヒト腸内腸内細菌を対象に作成したプライマーが
PCR に使用できるかを確認した (Fig. 5-15). 電気泳動の結果, PCR による増幅と単一バンドから特異的
な増幅ができていることを確認した.  
Fig. 5-16. Real-time PCR による発現量解析時のメルティングカーブ. 遺伝子の特定的な分析ができてい
る場合は単一のピークが得られる.  
 
 前述の cDNA とプライマーを用いて Real-time PCR による発現量解析を行ったところ, 同一サンプル
であっても測定値が安定せず正確なデータが得られなかった. メルティングカーブを確認したところ非
特異的な増幅が多数あることが確認された (Fig. 5-16). この原因として, 測定値が極端に低いことから
対象としている遺伝子がサンプル中にほとんど存在せずに別の類似遺伝子を増幅している可能性が肝
がえられた. 特に noxや ptaなどは多くの腸内細菌が保有している遺伝子であり, 目的遺伝子の存在量が
少ないためオルソログを非特異的に増幅してしまっている結果であると考えた. そのため, マウスモデ
ルを用いた本実験では別の微生物の遺伝子を対象とする必要があることが示された.  
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5.4.4 マウス糞便の菌叢解析 
そこで, 本実験系のマウス腸内における優占種を同定するとともに, 飲酒習慣による腸内細菌叢の変
化を調査するためリボソーム 16S RNA 配列を標的とした菌叢解析を行った. この時, 実験に用いたサン
プルは投与実験開始時, 顕著な代謝物変化が確認された 2 週目, 代謝物の値が元に戻った 5 週目の物で
ある. この菌叢解析によって検出対象微生物の同定とともに, 糞便内代謝物の分析結果が 5.4.2のように
なった原因を調査した.  
 
Fig. 5-17. マウス糞便内微生物の UniFrac-PCoA. 青: Control 群, 黄色: EtOH 1.5%群, 赤: EtOH 5.0%群. W
○XX: ○が実感開始から経過した週, XX がマウス検体名 (例, W0C1 = 0 週目のコントロール群 NO.1 の
マウス). 
第 3 章と同様に, UniFrac 解析によって腸内細菌叢の傾向の違いを調査した (Fig. 5-17). 興味深いこと
に実験開始から 5 週目までの間でコントロール群と非飲酒群で明確な菌叢変化は見られなかった. 特に
5 週目の菌叢に関しては, 特に差異が少なく同じ週内だけの比較でも有意な差が見られなかった.  
Fig. 5-18. マウス糞便内菌叢解析における OTU 数 
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 一般的に, 炎症性腸炎患者腸内では種の多様性が失われるという 9. 今回の菌叢解析において, 実験を
開始した週でEtOH 5.0%群のOTU数が他と比べて少なかったが, ほかの週では有意な差は見られなかっ
た.  
Fig. 5-19. phylum レベルの各検体の菌叢.  
 
Phylum レベルではいずれの被験マウスも Firmicutes と Bacteroidetes が優占種であることが分かった. 
また, データベースに帰属できない Undefined はほとんど存在しなかった (Fig. 5-19) 
Fig. 5-20. Genus レベルでの各検体の菌叢 
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より詳細な菌叢比較のために genusレベルでの菌叢をみたところ, ほとんどの OTU が genusレベルで
は未同定であった. これはマウスの腸内細菌叢データベースがまだ充実しておらず genus レベル 
(identity >94%)での帰属がほとんどのできないためである. そこで Phylumレベルでの菌叢比較を行った. 
この時, 5 週目の菌叢を比較したところ統計的に有意に変化しているものはひとつも検出できなかった.  
Fig. 5-21. EtOH 投与開始後 2 週目における Phylum レベルでの平均菌叢比較. 縦軸はシーケンスで得
られたリード数を示す. エラーバーは各群内における標準偏差を示す. *: p-value<0.05.  
 
EtOh投与開始後 2週目のマウスの腸内細菌叢を phylumレベルで比較したところ, EtOH 1.5%群はコン
トロール群よりも Firmicutes と Deferribacteres の減少と Bacteroidetes の増加が有意に確認された. また
EtOH 5.0%群では Deferribacteres の減少と Proteobacteria の増加が有意に確認された. 過去にマウスに対
して 5.0%の EtOH を投与した研究では Firmicutes の減少と Bacteriudetes の増加が確認されている 10. ま
たヒトにおいて, 炎症性腸炎の患者ではFirmicutesが減少し Proteobacteriaが増加するということが分か
っている 3,9. 今回の結果は過去の報告と概ね一致した. しかし, この菌叢変化は実験開始から 2 週間後
のものであり, 解剖によってマウス結腸に対する障害を確認したのは 10週間後のマウスである. 一方で
2 週間後は糞便中の代謝物解析においてコントロール群と EtOH 投与群で明確に差がでた期間でもある. 
そこで私は, この 2 週目の期間に腸内細菌叢や代謝物を変化させる要因が働いているのではないかと考
えた.  
 
5.4.5 Lactobacillus のヘテロ乳酸発酵遺伝子を標的とした発現量解析 
 菌叢解析の結果から, ヒトとマウスの腸内細菌叢はその種類が大きく異なっていることが分かった. 
そのため, Bifidobacterium を標的とした遺伝子発現量解析は正確な値が検出されなかったと考えられる. 
一方，Fig. 5-20 に示した結果から, 乳酸菌の一種 Lactobacillus 属がマウス腸内において優占種となるこ
とが多いことが分かった. Lactobacillus 属は通性嫌気性桿菌であり，その乳酸発酵経路にはヘテロ型とホ
モ型が存在する. Lactobacillus casei のように両発酵型の経路に必要な遺伝子を保有しているものもある.
当研究室では以前，ヒトから分離した Lactobacillus 属の酸化ストレス応答を調べ, ヘテロ乳酸発酵経路
を保有する Lactobacillus mucosa が酸化ストレス応答時に Fig. 5-22 のような応答を示すことを明らかに
した.  
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Fig. 5-22. ヘテロ乳酸発酵型 Lactobacillus 属の酸化ストレス応答. 赤太矢印: 蓄積量増加, 青太矢印: 蓄
積量低下, 赤矢印: 発現量増加, 青矢印: 発現量低下. 
 
 Lactobacillus のヘテロ乳酸発酵経路は，bifidum shunt を介する Bifidobacterium のヘテロ乳酸発酵経路
とは異なり, ピルビン酸を経ずにアセチルリン酸を生産できない . そのため実際の代謝物も乳酸と
EtOH が主となる. しかしながら, Bifidobacterium と同様に pta とピルビン酸からアセチル CoA を生産す
る pfl と同じ経路を触媒する pdh の発現量が酸化ストレスによって増加していた.  
Fig. 5-23. Lactobacillus murinus の pta を標的とした発現量解析. 
  
そこで私は, 上記のような応答がヘテロ乳酸発酵菌特有の酸化ストレス応答であると考えた. そこで, 
マウス腸内における Lactobacillus の中でヘテロ乳酸発酵経路を持つ種を探索したところ Lactobacillus 
murinusが該当した. この種は ptaと pflを保有している. この種の ptaを標的として発現量解析を行った
結果, 2週目の腸内において最大で 3.67倍, 平均で 1.75倍の発現増加を飲酒群で確認した (Fig. 5-23). ま
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た, メルティングカーブも単一ピークを示し, 測定値も Bifidobacterium を標的としたものから大幅に増
加した. しかし, 変動はマウス個体によってばらつきがある他, 4章の in vitro実験のような大きな発現上
昇幅は見られなかった. 実際の大腸内で腸内細菌に酸化ストレスがかかる場合, 主に腸管壁近傍のマウ
スが対象となると考えられる. 糞便は腸管壁近傍の微生物の他にも酸化ストレスを受けがたい腸管内腔
側の微生物も含まれており, 結果, 酸化ストレスを受けている微生物の遺伝子発現変動をマスクしてし
まっている可能性が考えられる. また, 今回は菌叢の変化と代謝物測定の結果から 2 週目のマウスを対
象に測定を行っている. しかし, 腸内細菌に対する酸化ストレスが飲酒を行ってからどの程度の期間か
ら発生するのか不明である. 今後, ほかの週のマウス腸内の遺伝子発現変動を調査する必要性があると
考える. また, どの程度の発現上昇からマウス腸内細菌に酸化ストレスがかかっていると判断できるの
か閾値を検討する必要もある. しかし, 今回の実験では糞便のような群集サンプルから特定の微生物の
特定の遺伝子の発現量を調査することに成功しており, 糞便から腸内細菌の酸化ストレスを検出する一
つの足掛かりを得たといえる.  
5.5 考察 
本章では, 習慣的飲酒によって腸内細菌に酸化ストレスが付与されることを証明することを目的とし
てマウスモデル実験系を用いた検証を行った. 既往の報告では 1.7~2.0 g/kgのEtOH投与によるマウス実
験を行っており 1,10, こうした EtOH投与が肝硬変などの種々のアルコール性疾患に繋がることが分かっ
ている 1. EtOH の慢性投与のマウス腸内細菌叢に対する影響を調査するうえで, このような肝臓などの
臓器疾患による腸内細菌の影響も十分に考えられる. ヒトの場合, 体重当たりのアルコール摂取量に換
算するとより低濃度のアルコールの習慣的接種から大腸発がんのリスクが増加している (Fig.1-7). 今回
は, EtOH の慢性投与量の差による腸内細菌への影響と腸内の短鎖脂肪酸量や菌叢にどの程度の期間で
影響が出始めるのかもあわせて調査した.  
10週間にわたるEtOHの慢性投与を行った結果, EtOH 1.5%群とEtOH 5.0%群のどちらの群においても，
マウスの顕著な生育阻害は観察されなかった (Fig.5-1). しかしながら，肝機能検査の結果や解剖所見は，
EtOHの慢性投与が EtOH投与量に比例して肝障害をもたらしたことを示していた (Fig. 5-2~4)．一方, 組
織化学染色の結果，結腸にも種々の異常所見が認められた (Fig. 5-5~8). HE 染色やトルイジンブルー染
色の結果から示唆される結腸粘液の減少は，腸管上皮における物理的バリアの減少を示しており, 腸管
壁に対する様々な障害リスクを増大させる要因になりうる. また, Treg の存在比を示す Foxp3 の発現が
EtOH慢性投与マウス群で減少していたことから, EtOHの慢性投与によって腸内ではTh17などによる免
疫応答が活性化している可能性が示唆され，これは腸管の炎症につながる可能性が高い．しかしながら，
粘膜の減少によって Foxp3 の減少につながっているのかは不明であり, 腸内細菌叢の機能変化による
Foxp3 の減少とそれに伴う粘液の減少といった別な可能性も考えられる. また, 今回の実験によって 0.6 
g/kg/day 以上の EtOH の慢性投与 (EtOH 1.5%群)からマウス結腸に酸化ストレスを発生させうることが
分かった. 以前，EtOH の一過的な大量投与により腸粘膜に活性酸素種が蓄積されることが報告 5されて
いたが, 今回の結果から, 低濃度の EtOH 投与でもそれが慢性投与であれば腸粘膜は酸化ストレス障害
を受けることが分かった. このことは, 習慣的飲酒がヒト大腸に障害をもたらしうることを強く示唆し
ている.  
今回の糞便中の代謝物測定では, Foxp3 の発現制御に寄与する酪酸や腸管保護機能をもつ酢酸の糞原
含有量が EtOH の慢性投与群で減少せず, むしろ 2 週間後と 3 週間後ではコントロール群よりも顕著に
増加していた (Fig. 5-9~13). EtOH の慢性投与群の結腸において Foxp3 発現が減少した理由に関しては，
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腸内細菌の寄与の他にも, 粘液の減少による免疫応答の活性化という可能性も考えられる. このような
宿主の変化と腸内細菌叢の変化の因果関係 (どちらの変化に端を発しているか)は常に大きな疑問点と
して浮上する. 少なくとも, 腸内細菌叢の機能変化には酪酸などの短鎖脂肪酸以外のメカニズムが存在
していることが考えられる. 一方で, 今回は EtOH 投与量に相関して糞便内短鎖脂肪酸含量が変化した
が  (Fig. 5-14), その変化のパターンを合理的に説明することは困難であった . 4 章における
Bifidobacterium の代謝測定の結果では, 酸化ストレスによって菌体の短鎖脂肪酸蓄積能は大幅に減少し
た.今回のマウスを用いた EtOH 慢性投与実験においては, 一部の週でこれとむしろ正反対の結果であっ
た. 酢酸に関して言えば飲酒によって腸内に EtOH が供給されることによって, ALDH や ADH の反応に
よって酢酸が生産されている可能性が考えられる. しかしその場合, EtOH 投与群のマウス糞便の酢酸含
有量は常にコントロール群よりも多くなると考えられる. また, 既往の報告ではマウスに EtOH 投与す
ると糞便の pH が増加するという結果が得られている 10. この原因に関しても少なくとも短鎖脂肪酸の
減少は当てはまらない可能性がある. マイクロバイオームは他の微生物が代謝したものを別な微生物が
代謝するという相互作用があるため単一微生物の in vitro 代謝解析腸の結果をほとんど反映していない
可能性がある. そのため, 腸内細菌叢におけるコミュニティとしての代謝経路を解明することが腸内細
菌叢の機能を明らかにする上で重要である.  
今回の実験系においてマウス大腸に対する EtOH の慢性投与の明らかな影響が見られた. また糞便内
代謝物が腸内細菌由来であると考えるならば, 少なくとも 2, 3 週目と 5 週目において腸内細菌叢に何ら
かの変化が生じている可能性が高い. しかしながらメタ菌叢解析の結果からは，EtOH 投与群とコントロ
ール群との間に明確な腸内細菌叢のα-diversityやβ-diversityの差は見られなかった (Fig. 5-17，Fig. 5-18)).
ヒトにおける菌叢解析では飲酒によって腸内細菌叢の傾向が明確に異なることを 3章において明らかに
した. 今回のマウス実験で確認された EtOH 投与群とコントロール群間の菌叢構造の差は，2 週目の
phylum レベルの比較において, Firmicutes と Deferribacteres の減少と Bacteroidetes と Proteobacteria の増
加だけであった. この結果は過去に報告されている炎症性腸疾患患者における腸内細菌叢の変化 3,9やマ
ウス実験の結果 10とおおむね一致する. 特に今回のマウス実験の EtOH 投与開始後 2 週目は，糞便の代
謝物含有量にも顕著に差が出ていた. そのため, 上述のような代謝物の変化の一因として腸内細菌叢の
変化が関係していることが示唆された. しかし, この変化が宿主に対してどのような影響を与えている
かは不明な点が多い. まず, マウス腸内細菌は未同定の菌が非常に多く存在するため詳細な菌叢の変化
や個々の菌の役割がほぼ不明である. また, 結腸への障害を確認したのは 10 週目のマウスである. その
ため, この時のマウス大腸がどのような障害をうけているかは不明である. マウスとヒトの腸内メタゲ
ノムは大きく異なるため 11, 一概にマウス実験の結果をヒトに置き換えることは難しいが, このような
菌叢変化による腸内代謝経路の変動と宿主の疾患をより詳細に対応付けて調査することが飲酒関連疾
患の原因解明に必須であるといえる.  
本章の当初の目的であった, 習慣的飲酒によって腸内細菌に酸化ストレスが付与されることを証明す
ることについては多くの検討課題が提示されることとなった. まず, ヒトとマウスの腸内細菌叢の違い
から Bifidobacterium を標的とした遺伝子検出が困難であったため  (Fig. 5-15~16), 新たな標的遺伝子の
探索が求められた. しかし, マウス腸内細菌は多くが未同定でありその微生物生理学的知見がほとんど
ない. 現在得られた情報からマウス腸内において Lactobacillus が優占種であるということが分かった. 
Lactobacillus は種によってその乳酸発酵経路が異なっている.ヒト糞便由来の Lactobacillus 分離株に関し
て，当研究室において第 4 章と同様の酸化ストレス応答調査を行われた結果から, ホモ乳酸発酵経路と
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ヘテロ乳酸発酵経路の酸化ストレスに対する遺伝子発現挙動は異なっており, Lactobacillus のヘテロ乳
酸発酵経路の酵素遺伝子の酸化ストレスに対する応答の挙動は，遺伝子の種類こそ違うが
Bifidobacterium のものと多くの点で共通することがわかった. このことから, 酸化ストレス応答におけ
るヘテロ乳酸発酵経路, 特に pta とピルビン酸とアセチル CoA 間の反応を触媒する遺伝子群 (pdh, pfl)
の発現上昇はヘテロ乳酸菌に共通した現象であると考え, マウス腸内の Lactobacillus の中からヘテロ乳
酸発酵菌 Lactobacillus murinus を標的として pta の発現量解析を行った. その結果, 大幅に分析系が改善
された. この系による 2 週目のマウス糞便の発現量解析では, 個体間差があるものの飲酒グループでコ
ントロール群よりも pta の発現量が増加しているという結果を得られた. しかし, どの程度の発現量増
加から酸化ストレスを受けていると判断できるかは不明である. 現在は, Lactobacillus と Bifidobacterium
の 2 種類だけであるが, 酸化ストレス応答による pta などの発現上昇がさらに属を超えた一般的なもの
であるならば, 特定の微生物に限定せずその保存された配列領域を用いたタンパク検出などによって, 
さらに高感度で安定した系を確立できるはずである. さらなる系の改良を行い, 経時的な発現挙動の調
査と宿主の状態との関連付けを行うことによって, 飲酒による腸内細菌に対する酸化ストレスのより有
力な実証に加えて, 宿主の疾患状態を診断できるようなバイオマーカー技術への発展が期待される.  
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第 6 章 総括 
 ヒト腸内に存在する 1000 兆にも及ぶ微生物 (ヒト腸内マイクロバイオーム)は我々の恒常性に寄与す
る様々な機能を有している. その生理活性は複数の微生物による群集として発揮される傾向にあり, 宿
主―微生物, 微生物―微生物の相互作用の存在がヒトマイクロバイオームの機能を考える上で重要な要
素になる. 腸内細菌はヒトの免疫系の制御やヒトに対する栄養素の供給, 腸管上皮細胞の保護などを行
っており, これらの働きは腸内細菌の適切なバランスによってもたらされている. このような正常な機
能を失った異常な腸内細菌叢を dysbiosisと呼ぶ. 今日までに様々な疾患患者の腸内が dysbiosisとなって
いることが報告された. このことから dysbiosis は疾患に深く寄与していることが予想されており, すで
に, Clostridium difficile 腸炎や肥満性疾患の原因は dysbiosis に起因するものであることが分かっている. 
このような dysbiosisを引き起こす要因として抗生物質の乱用や宿主の感染症, 生活習慣などが挙げられ
る. 特に食生活は腸内細菌叢を決定する重要な要素のひとつであり, 世界の地域における腸内細菌叢の
傾向はその土地の食文化を強く反映していると考えられている. 一方で特定の生活習慣はある種の疾患
を引き起こすことが分かっている. その一つに飲酒習慣がある. 飲酒習慣はその飲酒量に比例して大腸
発がんのリスクを増加させることが分かっており, 脳卒中や消化管の炎症, 肝炎などの罹患リスクにも
相関を示す. また, 一過的な飲酒では大腸がんの罹患リスクが増加しないことから, 慢性的な飲酒が疾
患の原因であるといえる. 飲酒関連発がんの原因物質は EtOH が酸化的に異化される過程で生じる AcH
であると考えられている. AcH は発がん性を持つ物質であり, すでに上部消化管の発がん原因として広
く認知されている. EtOH は主に肝臓で ADH および ALDH によって酢酸まで代謝される. そのため, ヒ
トの EtOH 代謝能は ADH と ALDH の活性に依存していることが分かっている. しかしながら, ECRC に
関しては ADH と ALDH の遺伝子型が発がんリスクに相関を示さないことが報告されている. そのため, 
大腸においてはヒト以外のAcH蓄積源として腸内細菌が寄与していることが提唱されていた. しかしな
がら, ヒト腸内マイクロバイオームの EtOH 代謝と ECRC の関係性は言及されていない点が多く存在す
る. とくに飲酒という生活習慣が腸内細菌叢にどのような影響を与えているかは不明であり, その影響
と EtOH 代謝, ECRCとの相関性も未だ不明であった. 習慣的飲酒が腸内細菌叢を変化させているとする
と, ほかの疾患と同様に dysbiosis による発がんプロセスが存在する可能性を排除できない. この場合は
EtOH 代謝以外の要因も様々考えられる. そこで本論文では, 菌叢解析や代謝解析といった微生物生態
生理学アプローチにより習慣的多量飲酒が腸内細菌叢に及ぼす影響を明らかにすることを目的とした.  
 ヒト腸内マイクロバイオームにおける主な EtOH 代謝微生物, すなわちAcH 蓄積微生物を同定するた
めにア症患者から単離した腸内細菌の網羅的なAcH代謝能調査を行った. ア症患者は長期にわたる習慣
的飲酒を行っており, その腺腫発見率は健常者の 10 倍近い. そのため, 習慣的飲酒に伴う大腸発がんの
原因と腸内細菌の関係を調査するうえで適した研究対象であると考えられる. ア症患者の腸内より 500
株以上の腸内細菌を単離し, そのAcH蓄積能を評価した結果, 大腸内でAcHを高濃度に蓄積する能力を
持つと考えられる株 (PAAs)を同定し, それらの分離株が特定の属に頻出することを明らかにし，それら
の属を一括して GHPA と定義した．AcH を ECRC のリスク因子と考える場合には，ア症患者の大腸内に
は，確かに大腸がんの「リスク微生物」が存在することになる. しかしながら, 糞便サンプルを用いた
腸内マイクロバイオームの AcH 蓄積能評価によって, ア症患者の腸内 AcH 蓄積能は生産・分解の両面
で健常者よりも低いことがわかった. 加えてア症患者の糞便の AcH 含有量も，健常者のものよりも小さ
かった. このことは, ア症患者の大腸内 AcH 濃度は健常者のものよりも低いことを示唆している. 一方
で, PAAs の AcH 蓄積能は好気条件下で大幅に増加することが明らかになった.大腸内では，腸内の糞便
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の内部や腸管内中心部が偏性嫌気性であるのに対して, 粘膜近傍は微好気性であることが知られている. 
このことは, 腸内細菌の代謝能は生育部位によって異なっていることを示唆しており，PAAs が粘膜近傍
で局所的に AcH を生産している可能性も考えられる. しかしながら, PAAs が分離株の 20％も占めてい
ながらア症患者の AcH 蓄積能が健常者よりも低い理由は不明であり，両群の腸内細菌叢を難培養性菌も
含めて正確に把握する必要性が考えられた. そこでア症患者と健常者の腸内細菌叢をリボソーム 16S 
RNA 配列に基づくメタ菌叢解析によって比較した. その結果, ア症患者では Bacteroides や Eubacterium
が有意に減少しており Streptococcus や希少種の割合が増加していた. 炎症性腸疾患者の腸内細菌叢は, 
種の多様性の低下，Firmicutes の減少，大腸菌などの腸内細菌科を含む Proteobacteria に属する細菌の
増加などの特徴が観察されるが, ア症患者の菌叢構造はそれとは異なった特徴を示した. また GHPA  
(Ruminococcus, Collinsella, Coriobacterium, Prevotella)の総数はア症患者で有意に減少しており，これによ
り，ア症患者の糞便の AcH 蓄積能が健常者より小さかったことが合理的に説明できた. また, 今回減少
していた属のほとんどが偏性嫌気性菌であった. 一方で, UniFrac 解析からア症患者と健常者の菌叢構造
は互いに異なった傾向を示したが, 群内における個人間差が大きく，菌叢を別の背景因子によってさら
に分類できる可能性が考えられた. そこで, 全被験者の菌叢構造を一括して階層的クラスタリング解析
に供し，菌叢に影響を与えうる被験者のまざまな背景因子との相関を調べた. その結果, 飲酒習慣と喫
煙習慣に相関して菌叢が分類できることが示唆された . 飲酒習慣をもつ被験者の腸内細菌叢では
Bifidobacterium が有意に減少していた. また飲酒習慣と喫煙習慣の両方をもつヒトでは Bacteroides や
Ruminococcus, Eubacterium などの減少と Streptococcus の増加が確認された. 興味深いことに, 飲酒習慣
単独あるいは飲酒習慣と喫煙習慣の相乗で減少していた属は，すべて偏性嫌気性菌であった. 健常者と
ア症患者の単純な二群間比較において，ア症患者の菌叢で減少していた菌も GHPA を含み偏性嫌気性菌
であった．飲酒は腸粘膜に活性酸素種を蓄積させ, 喫煙も活性酸素種を発生させることが知られている. 
以上のことから，飲酒習慣単独および飲酒と喫煙習慣の相乗は腸内細菌に酸化ストレスを与え，偏性嫌
気性菌を減少させることで dysbiosis をもたらし，大腸発がんを惹起するというプロセスが示唆された.  
 習慣的飲酒によって引き起こされる腸内の dysbiosisにともなう変化として特に注目されるのが, 腸内
菌叢におけるBifidobacteriumの相対存在比の減少である. Bifidobacteriumは整腸作用や腸管の保護効果を
有し，産業的利用価値の高い善玉菌の代表格である. 上述のように習慣的飲酒によって大腸内に酸化ス
トレスが付与されることが示唆されたことから，Bifidobacterium の減少理由が酸化ストレスであるとす
れば, それに伴う菌自体の代謝変動も予想された. そこでア症患者腸内から分離した Bifidobacterium 株 
(ID37, ID185)を用い，それらの AcH 蓄積能や有機酸生成能を指標にして，酸化ストレス (過酸化水素処
理)に対する応答を調べた. その結果, 2 mM の過酸化水素によって有機酸生成能の停止と AcH 蓄積能の
活性化が確認された. EtOH (22 mM)の存在は各代謝能に影響を与えなかった. 酸化ストレス付与に伴う
の細胞内代謝経路の変動を調査した結果, アセチルCoAを中心としたヘテロ乳酸発酵経路の酵素遺伝子
発現量が顕著に増加していた. EtOH (22 mM)の存在はそれらの遺伝子発現にほとんど影響を与えなかっ
た.この現象は, Bifidobacterium longum の別株においても確認され種一般的な現象であることが示唆され
た. 以上の結果は, 飲酒による Bifidobacterium への影響を考えた時, EtOH ではなく酸化ストレスが大き
な寄与を示すことを示唆している. しかしながら, 実際に飲酒によって腸内細菌叢に酸化ストレスが加
わるかどうかは明確な証拠が存在しない. 飲酒関連疾患の原因を明らかにするためには, 今回の結果に
加えて飲酒による腸内細菌に対する酸化ストレスを実証することが必要であると考えられた.  
 そこで, 酸化ストレス応答による遺伝子発現の変化をマーカーとして腸内細菌に対する酸化ストレス
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を糞便中から検出することを試みた. まず, 飲酒習慣以外の背景因子の影響を極力排除するために, マ
ウスを用いたモデル系を構築した. ２つのEtOH投与量の異なる慢性EtOH投与群とEtOH非投与群を設
定し，10 週間にわたり投与実験を行った. その結果，EtOH 低投与群でも 10 週間後の時点で肝臓や結腸
に対する障害が確認された. 特にマウス結腸における Foxp3 の発現低下が確認され, さらに組織に対し
て酸化ストレスが生じることが確認された. このことは, EtOH 投与量が少なくとも, それが習慣的に続
く場合，腸内は常に酸化ストレスを受けている可能性を示唆している. また, Foxp3 の発現低下は Treg
の減少を示唆しており, 過剰な免疫応答による炎症が起こる可能性を示唆している. しかしながら, 糞
便中の有機酸含有量を測定した結果，Foxp3 の制御に関わるとされる酪酸の量に顕著な変化は見られな
かった. 最も存在比が大きかった酢酸に関しては EtOH の慢性投与開始後 2 週目と 3 週目にむしろ大幅
に増加するという結果になった. この時の腸内細菌を比較したところ EtOH 投与群において Firmicutes
と Deferribacteresの減少と Bacteroidetesと Proteobacteriaの増加が確認された. これは既知のマウスに対
する EtOH 投与実験の結果や炎症性腸炎の腸内細菌叢の傾向と一致していた. しかし, マウス腸内細菌
の多くが未同定であるため，菌叢構造変化の観点から代謝物の変化を合理的に説明することはできなか
った．また, 解剖所見は EtOH の慢性投与開始後 10 週間のものであり, 投与開始後 2 週目と 3 週目のマ
ウス腸管の状態は不明である. この時のマウス臓器がまだ障害を受けていない状態であれば, この腸内
細菌叢の変化が疾患の起点となっている可能性がある. いずれにせよ, EtOH 慢性投与開始後 2-3 週目の
マウス腸内は代謝物と菌叢の面から腸内細菌に対して何らかの影響がでていることは明白である. そこ
で 2 週目のマウス糞便を用い，上に述べた Bifidobacterium の酸化ストレス応答遺伝子を標的として発現
量解析を行った . しかしながら ,マウスとヒトでは腸内菌叢構造が大きく異なりマウス菌叢では
Bifidobacterium が希少なため，精度の高い測定は困難であった. 一方， Lactobacillus の酸化ストレス応
答が過去に調べられ, ヘテロ乳酸発酵 Lactobacillus 属細菌の酸化ストレス応答が Bifidobacterium のもの
と類似していることは明らかにされていたことから，ヘテロ乳酸発酵経路の酵素遺伝子 (pta など)の発
現の酸化ストレス応答は細菌の属によらず同様な挙動を示すと考えられた. そこでマウス腸内における
優占種である Lactobacillus murinus の pta を標的として発現量解析を行った. その結果，測定精度が大幅
に改善され, pta の発現量が EtOH 慢性投与群において最大で 3.6 倍, 平均して 1.75 倍上昇していること
が分かった. しかしながら個体間差が大きく，in vitro 実験において観察されたような著しい発現上昇は
確認できなかった. その原因として腸内内腔の微生物と粘膜付近の微生物での酸化ストレスを受ける度
合いに差があり，酸化ストレス応答を受けていない菌と受けている菌を区別できないために発現変動が
希釈された可能性が考えられた. 今後，糞便を対象として酸化ストレス応答の検出を行う場合は, より
高感度で安定性の高い系を用いる必要があり, また発現変動がマスクされた状態でも酸化ストレスを受
けていると判断できるような閾値の決定を行っていく必要性がある.  
 本研究の成果は，腸内細菌の生産する AcH が飲酒関連大腸発がんのリスク因子として重要であるとす
るこれまでの通説に新たな視点を与えることとなった. また腸内細菌の機能を明らかにする上で，微生
物の定着場所や外的ストレスによる同じマイクロバイオーム間での機能変化を考慮する必要性を示唆
する結果を得た. 加えて, このような現象を調査するうえで環境中から微生物の遺伝子発現変動をバイ
オマーカーとして活用するという新たなアプローチを提案し, その足掛かりを得た. メタゲノムやメタ
ボローム解析といったいわゆる分子生物学のセントラルドグマの起点と末端を対象とした現在のオミ
クス手法だけではなく, タンパクや遺伝子発現の傾向を合わせることでより詳細なマイクロバイオーム
の機能解析が可能になると確信している.   
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